CONGRESSO BRASILEIRO DE COLOPROCTOLOGIA

RAIMUNDO PESSOA VIEIRA - TSBCP

Prémio Pitanga Santos no 462 Congresso Brasileiro de Colo-Proctologia.

ANALISE DAS ALTERACOES DO OXIDO NITRICO EM
PACIENTES COM MEGACOLON CHAGASICO

RIBEIRO Jr. U, SAFATLE-RIBEIRO AV, HABR-GAMA A,
GAMA-RODRIGUES JJ, SOHNJ & REYNOLDS JC - Andlise das
alteragdes do 6xido nitrico em pacientes com megacélon chagasico.
Rev bras Colo-Proct, 1998; 18(1): 52-57

RESUMO: A fisiopatologia da Doenca de Chagasainda ndoesta
completamente esclarecida. O 6xido nitrico (NO) tem sido citado
como neurotransmissor responsavel pelo relaxamento do
esfincter interno do 4nus no individuo normal. Neuronal
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) diaforase
pode ser usado como marcador neuronal do NO.Objetivos: Exa-
minar as altera¢ées nos neurdnios produtores de NO do célon de
pacientes submetidos aressec¢iio por megacélon avangadoe com-
parar com o intestino delgado dos mesmos pacientes e com con-
troles.Métodos: Espécimes obtidos daressec¢do doreto e bidpsias
extramucosas do intestino delgado de 11 pacientes chagasicos
foram comparadas a 10 pacientes controles com cincer de colon.
Os tecidos foram fixados em soluc¢do de Zamboni e submetidos a
histoquimica para neurdnios contendo NADPH diaforase. A
reatividade foi avaliada utilizando-se uma escala de 0 a 4 nas di-
versas camadas da parede intestinal: musculaturalisa longitudi-
nal (ML), plexo mioentérico (PM), musculatura lisa circular
(MC), plexo submucoso (PSM), e mucosa (M). Resultados: Os
casos controles mostraram os plexos mioentérico e submucoso
bem corados e uma rica rede de terminacdes nervosas nas cama-
dasmusculares. Os espécimes provenientes de doentes chagésicos
revelaram uma diminui¢io da reatividade e da coloragdo em to-
das as camadas do intestino. De maneira geral, houve uma dimi-
nui¢do estatisticamente significante nos neurdnios contendoe
NADPH diaforase. O intestino delgado clinicamente nio envol-
vido também demonstrou diminuic¢io dareatividade, porémem
menor grau.Conclusées: A atividade da NADPH diaforase esta
diminuida em pacientes com megacélon avangado, especialmen-
te no plexo mioentérico e na camada muscular lisa; 2. Houve tam-
bém uma diminui¢do da atividade neuronal do NO no jejuno cli-
nicamente nio envolvido pela doenga, mas em menor grau.
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tinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) diaforase;
megacdlon

ULYSSES RIBEIRO JR. - FSBCP

ADRIANA VAZ SAFATLE-RIBEIRO - FSBCP
ANGELITA HABR-GAMA - TSBCP

JOAQUIM JOSE GAMA-RODRIGUES - TSBCP
JACKIE SOHN

JAMES C. REYNOLDS

Na doencga de Chagas, as lesdes do sistema nervoso
autondmico central e periférico sdo responsdveis pela maio-
ria das desordens anatdmicas e funcionais que ocorrem nos
6rgéos musculares ocos, tais como: coragio, esdfago, estd-
mago, intestino delgado, célon, vesicula biliar, € menos fre-
glientemente nos brénquios, ureteres e bexiga urindria’" .
Apesar dafisiopatologia da doenga de Chagas aindanio estar
completamente elucidada, na fase crbnica da doenga, o acha-
domais visivel na parede intestinal € adiminui¢do do nimero
de células ganglionares na submucosae no plexo mioentérico,
assim como nas camadas musculares'"?. Nessa doenca, uma
porgdo do célon, usualmente a parte distal (sigmdide-reto), é
incapaz de relaxar durante a peristalse ocasionando uma obs-
tru¢io mecinicacom posterior dilatagdo do segmento coldnico
amontante'®.

Os nervos inibitérios responsdveis pelorelaxamento da
musculaturalisaintestinal ndo estio completamente iden-
tificados. Os neurotransmissores liberados por estes
neurdnios inibitérios intestinais sfio ndo-adrenérgicos e
ndo-colinérgicos (NANC). A adenosina-trifosfato e o
polipeptideo intestinal vasoativo foram sugeridos como
neurotransmissores NANC, mas no homem néo se tem
evidéncias concretas desse fato!* 9.

No trato gastrointestinal, o 6xido nitrico (NO) tem sido
descrito como o principal neurotransmissor dos neurénios
intrinsecos inibitérios NANC*!". Isto também € vélido para
o cblon, cujo relaxamento € mediado, pelo menos em parte,
pelos nervos NANC que liberam NO depois da sua producio
pelaenzima éxido-nitrico-synthase (NO-synthase ).

O 6xido nitrico, através da demonstracio histoquimica,
estd presente nos nervos entéricos de vdrios mamiferos!!>'%e
localiza-se especificamente com uma outra enzima chamada
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
diaforase!!*!7. A presengadaenzima NADPH diaforase pode
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ser caracterizada através da imuno-histoquimica, correlacio-
nando-se com a presencga da NO-synthase!'®,

Devido a caracteristica de neurdnio inibidor, o NO pode
também estar envolvido na patogénese destadoenga. Otipoe
a intensidade do dano neuronal podem permitir um melhor
entendimento dos mecanismos de doenga assim como guiar o
tratamento.

O objetivo deste estudo foi, portanto, determinar se
neurdnios contendo NO estdo alterados no sistema nervoso
entérico de pacientes com megacélon chagdsico avangado,
usando imuno-histoquimica para (NADPH) diaforase.
Objetivou-se, ainda, estudar o intestino delgado clinicamente
nao envolvido pela doenga e compard-lo com o megacélon e
com tecidos controles.

MATERIAL E METODOS

Todos os pacientes chagdsicos eram provenientes de zona
endémica da doenga e apresentavam reacio de fixagdo de
complemento positiva (Teste de Machado-Guerreiro). Este
estudo recebeu aprovagio da Comisséo Etica e Cientifica de
ambas as Universidades, assim como consentimento pelos
pacientes. Espécimes de retos ressecados (todos os pacientes
submeteram-se a retossigmoidectomia abdominal com anas-
tomose mecénica) e biépsia extramucosa de intestino delga-
dode 11 pacientes chagdsicos foram comparados com 10 con-
troles (pacientes com tumores de célon esquerdo). A média
de idade para o grupo dos chagdsicos foi de 50,3 £ 17,7 anos
sendo sete (63,6%) mulheres, enquanto que a média de idade
do grupo controle foi de 57,4 + 15,5 anos, sendo seis (60%)
mulheres. Os pacientes chagdsicos apresentavam histéria de
constipacdo de longa duracio, fazendo uso constante de
enemas e laxativos.

Os tecidos (trés a quatro amostras de 1 x I cm de parede
total do célon e bidpsia extramucosade 0,3 x 0,5 cm de intes-
tino delgado a 40 cm do angulo de Treitz de cada paciente)
foram fixados em solug¢io de Zamboni (paraformaldeido a 2%,
dcido picrico e solugéo tampéo) e avaliados por imuno-histo-
quimica para neurdnios contendo NADPH-diaforase.

Coloracao de NADPH-diaforase

Os tecidos foram processados, congelados e submeti-
dos asecgdes. Pequenos blocos de tecidos foram congela-
dos em nitrogénio liquido, submetidos a sec¢des com 10
pm de espessura e montadas em ldminas recobertas com
poly-1-lysine.

A coloragio histoquimica para atividade da NADPH-
diaforase foirealizada conforme descrito anteriormente!'*
I, Resumidamente, aplicou-se a solucdo de NADPH (10
ml de Tris solugéo salina tamponada a 0,05 M, 8,3 mg
NADPH e 75 ul de 4-nitroblue tetrazolium chloride) so-
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bre o tecido seccionado, por 40 minutos. As ldminas fo-
ram lavadas com solugdo tampio para bloquear areagdoe
recobertas com Tris tamp&o e mistura de glicerol (1:3)
sendo estocadas no refrigerador.

A intensidade e distribui¢do de NO-synthase foi veri-
ficada através do exame das 1dminas sob microscépio
éptico.

Nos neurdnios positivos para o NO, ocorreu precipitagio
de tinta azul no citoplasma celular, como se fossem particu-
las. Padréo similar de coloragdo ocorreu ao longo das termi-
nagdes nervosas. O niicleo ndo se corou, permanecendo pdli-
do. Em algumas secgdes o epitélio mostrou um fundo azul cla-
ro. Nenhuma outra estrutura se corou para a atividade do
NADPH-diaforase.

A reatividade foi avaliada numa escala de zero a quatro
para intensidade e distribui¢do na musculatura longitudinal
(ML), plexo mioentérico (PM), musculatura circular (MC),
plexo submucoso (PS) e mucosa (M).

RESULTADOS

As alteragGes ganglionares foram confirmadas em cada
espécime através da coloragdo pela hematoxilina & eosina.
Os tecidos corados pela H&E revelaram diminuicio dos
ginglios nervosos nos plexos de Meissner e de Auerbach
nos pacientes com doenga de Chagas. Os casos controles
mostraram neurdnios dos plexos mioentérico e submucoso
intensamente corados, e umaricarede de terminais nervo-
sos nas camadas musculares (Fig. 1). Coloragdo intensa
foi observada na camada muscular circular, com termina-
¢Oes nervosas abundantes contendo numerosas vesiculas
pequenas e localizadas entre os fasciculos da camada mus-
cular circular. A camada muscular longitudinal apresen-
tou colora¢io consideravelmente menos intensa pela
diaforase quando comparada a camada circular. Entre es-
tas duas camadas musculares, observaram-se dreas com
coloraciio intensa, dreas estas correspondentes & mesma
localizagdo dos ganglios do plexo mioentérico detectados
na coloracdo de H&E. Estes ginglios continham numero-
sos corpos celulares que foram corados pela NADPH-
diaforase, demonstrando a presenga do NO-synthase.

Os espécimes de pacientes com doenga de Chagas ti-
veram uma diminuig@o da coloragfio em todas as camadas do
intestino (Fig. 1). De maneira geral, houve uma diminuicéo es-
tatisticamente significante dos neurdnios contendo NADPH-
diaforase (Tabela 1). Foram observadas terminag¢des nervosas
esparsas, fracamente coradas, localizadas primariamente na
submucosa e raramente na camada muscular do célon. Poucos
corpos celulares foram identificados nos plexos mioentéricos.

Bi6psias de intestino delgado clinicamente néo afetados
também demonstraram diminuig¢@o da reatividade para a
NADPH-diaforase, mas em menor grau (Tabela 2).
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Fig. 1 - Coloragdo de NADPH-diaforase para NO em controles e em megacdlon chagdsico. A - Secgdo de parede total do érgdo de individuo ndo chagdsico,
onde observam-se os plexos nervosos de Meissner e Auerbach e a rica rede de terminagées nervosas nas camadas musculares (4x); B - Secgdo de parede total
de um paciente com megacdlon chagdsico observando-se diminui¢cdo da coloragdo azulada caracteristica da presenga do NO (4x); C - Plexo mioentérico de
um individuo ndo chagdsico (10x); D - Plexo mioentérico no individuo chagdsico, notando-se quase total auséncia de coloragdo (10x); E - Terminacées
nervosas abundantes contendo numerosas vesiculas pequenas entre os fasciculos da camada muscular circular do célon de controle (20x); F - Sec¢do da
camada muscular circular de paciente chagdsico (20x).
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DISCUSSAO

O mecanismo exato de dano neuronal na doenga de Cha-
gas ainda permanece discutivel assim como 0 mecanismo
fisiopatolégico pelo qual a destrui¢do neuronal ocasiona di-
latag@o visceral ainda ¢ objeto de muita controvérsia. As le-
sOes neuronais podem primariamente produzir disfuncéo
motora seguida de estase e dilatag@o, principalmente porque
oplexomioentérico é importante namanutengio do tdnus, na
coordenacdo dos movimentos e no controle da peristalse. O
musculo denervado € anormalmente sensivel aos estimulos e
tende a se contrair permanentemente; um pequeno estimulo
provoca um complexo de contragdes, freqiientes, fortes e ir-
regulares’. No intestino grosso, o primeiro efeito da
denervagdo € a perda da coordenagdo muscular, e o grau de
disfuncio variade acordo com a extensfo do processo. A per-
dade peristalse coordenadae da fungdo esfincteriana atrasam
a passagem do conteddo fecal®™,

Nossos dados mostram claramente que a atividade da
NADPH-diaforase estd diminuida em pacientes com megacé-
lon chagdsico avangado, quando comparado aos controles,
especialmente no plexo mioentérico e na camada muscular
circular. A imunorreatividade estd também diminuida no in-
testino delgado ndo afetado clinicamente pela doenga, porém
em menor intensidade e extensdo. Este dado indica a néo
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seletividade da lesdo neuronal. Este é o primeiro estudo
correlacionando doenga de Chagas e NO. A acuracidade dos
dados obtidos por esta colorag@o estd baseada em estudos de
localizagio, além do que sabe-se que a coloragdo de NADPH-
diaforase € virtualmente 100% sensitiva na identificagdo dos
neurdnios contendo NO-synthase!*!'¢ " A auséncia de
neurdnios contendo NO-synthase pode impedir o relaxamen-
to muscular na regido do célon lesado nesses pacientes.

De maneirasimilar, alteragdes do NO participam na fisio-
patologia da doenga de Hirschsprung, na qual ocorre uma
auséncia congénita dos plexos de Meissner e Auerbach na
parede intestinal do c6lon distal e reto. Esta doengaresultana
inabilidade do c6lon comprometido e do esfincter interno do
anus de se relaxar, levando a uma obstru¢do mecénica®”,
Ocorre umaredugéo no niimero de células neuronais mioenté-
ricas, observadas na H&E, acompanhada de auséncia de
neurdnios contendo NADPH-diaforase (especialmente na
camada muscular circular), e um aumento da quantidade de
acetilcolinesterase!22, Portanto, a presenga ou a auséncia de
neurdnios contendo NO-synthase é crucial para a faléncia do
relaxamento do esfincter interno do Anus que caracteriza a
doenga de Hirschsprung®®,

No célon, os nervos NANC sdo responséveis pela inibi-
¢do descendente e seu relaxamento associado visto durante a
peristalse, e pelo relaxamento do esfincter interno do anus.

Tabela 1 - Média de atividade de NADPH-diaforase em 11 espécimes de megacélon chagisico comparados com 10 controles.

Camadas da parede intestinal Média DP Minimo Maximo Valor de p*

Musculatura longitudinal Megacélon 1,5 1,8 0 3 0,04
Controle 3,1 1,1 1 4

Plexo mioentérico Megacélon 1,9 1,9 0 3 0,01
Controle 3,9 0,3 3 4

Musculatura circular Megacélon 1,5 1.9 0 3 0,01
Controle 3,7 0,5 3 4

Plexo submucoso Megacélon 1.5 1,7 0 3 0,02
Controle 3.3 1 2 4

Mucosa Megacédlon 1,5 1,7 0 3 0,02
Controle 3,7 0,5 3 4

DP = Desvio-pudrdo; * = Teste de Wilcoxon - Signed-Ranks.

Tabela 2 - Média de atividade de NADPH-diaforase em 11 espécimes de megacélon chagésico comparados com oito bidpsias extramucosas de intes-

tino delgado clinicamente néo envolvide pela doenca.

Camadas da parede intestinal Média DP Minimo Maximo Valor de p*

Musculatura longitudinal Megacélon 1,5 1,8 0 3 0,34
Intestino delgado 1,6 0 4

Plexo mioentérico Megacélon 1.9 1,9 0 3 0,52
Intestino delgado 2,6 1,2 0,5 4

Musculatura circular Megacolon 1,5 1,9 0 3 0,29
Intestino delgado 2,1 1,7 0,5 4

DP = Desvio-padrdo; * = Teste de Wilcoxon - Signed-Ranks.

55



Rev bras Coloproct
Janeiro/Margo, 1998

Existe uma forte evidéncia mostrando que NO € um dos mais
importantes NANC mensageiros quimicos.

O NO ¢ produzido a partir do aminodcido L-arginina por
umaenzimachamada NO-synthase. Estaenzimaé dependen-
te do NADPH e Ca/calmodulin, e produz quantidades iguais
de NOeL-citrulinacomo seus produtos. A NO-synthase pode
ser competitivamente inibida por um niimero de andlogos da
arginina (NC-nitroarginina methyl ester, N-monomethyl-L-
arginina, NO-nitro-L-arginina). Apés a suaprodugdo pelaNO
synthase, 0 NO é altamente permedvel e pode se difundir para
fora das células rapidamente. Em condigdes fisiolégicas é
muito 1dbil com uma meia-vida de segundos. Esta meia-vida
curta se deve a ligagdes com a hemoglobina ou 4 degradacio
por superéxidos. Quando chega a célula alvo, o NO age no
guanylate-cyclase. O NO ativa esta enzima dentro da célula
efetora produzindo cGMP através de ligagdes com a modali-
dade heme do guanylate-cyclase. O ¢cGMP entdo promove o
relaxamento da musculatura lisa por mecanismos que ainda
sdo pouco conhecidos!'.

O envolvimento do NO na mediagdo nervosa do relaxa-
mento do esfincter interno do d4nus no homem é comprovado
pelo comportamento desse esfincter in vitro* 2. O misculo
liso do esfincter interno do Anus relaxa em resposta ao estimu-
lo nervoso inibitério, sendo este efeito mimetizado pela apli-
cagdo do NO proveniente de uma fonte exégena. Adicional-
mente, o relaxamento neurogénico pode ser abolido pelo uso
de inibidores do NO-synthase, aenzima que catalisa a forma-
¢do do NO, assiim como por agentes que bloqueiam NO do
meio extracelular“¥,

Dados recentes oriundos de estudos em mamiferos su-
gerem que o intestino delgado e o célon podem ter seu ténus
inibitério da musculatura lisa mediado por NO®"242 No
intestino grosso normal, adistensio local dentro do limen
docdlon oudoretodistal induz um reflexo neural que pro-
duz contracdo da musculatura lisaproximal e relaxamento
distal ao sitio da distensdo''”. Norato, o relaxamento distal
adistensdo mecanica pode ser inibido pela adi¢do do ana-
logonitroarginina daarginina. O esfincter interno do dnus
parece ser também similarmente dependente do NO parao
relaxamento quando estudado numa preparagio de érgéo
total. Isto é suportado pela demonstracio de que o reflexo
anorretal pode ser inibido dramaticamente no gambad pela
administragdo de um inibidor do NO synthase, tal como o
NC-nitro-L-arginina®®,

Evidéncias morfoldgicas também comprovam a existén-
ciado NO-synthase no plexo mioentérico anorretal no homem,
presente em uma subpopulagio discreta mas substancial de
neurdnios entéricos que também contém atividade de NADPH-
diaforase. Esses neurdnios tém adistribuigfo das terminagdes
e neuroquimicasemelhantes aos neurénios motores inibidores
que medeiam o reflexo descendente inibitdrio na peristalse
intestinal. Dados morfolégicos sugerem ainda que no esfincter
anorretal humano, neurénios contendo NO-synthase e suas
terminagdes tém caracteristicas e distribui¢ao morfolégicas
apropriadas para servirem como nervos motores inibitérios
que interligam informagdes entre o reto e o esfincter interno
do &nus?”,
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E importante salientar que o NO é o principal mediador do
reflexo inibitério anorretal, e que na doenga de Chagas pode
haver acalasia do esfincter interno do &nus. Tentativas para se
corrigir esse distirbio podem contribuir para aliviar os sinto-
mas desses pacientes. O relaxamento medicamentoso do
esfincter interno do anus jd é possfvel com o uso tépico do
creme de glyceryl trinitrate, um doador de NO, sendo esse tra-
tamento j4 aplicado nas fissuras anais cronicas, com bons re-
sultados, produzindo diminuigdo da pressio anorretal e cura
das fissuras®-*, No futuro, a manipulagdo do NO através de
engenharia genética, inoculagio viral, ou uso de medicagdes
que liberem NO talvez sejam opgdes vélidas no tratamento
desses pacientes.

RIBEIRO Jr. U, SAFATLE-RIBEIRO AV, HABR-GAMA A,
GAMA-RODRIGUES JJ, SOHN J & REYNOLDS JC -

SUMMARY: The pathophysiology of Chagas’ disease isincom-
pletely understood. Nitric oxide synthase neuron has been cited
asacandidate neurotransmitter responsible for relaxation of the
internal anal sphincter and could be involved in this disease.
Neuronal Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) diaforase can be used as a marker for neuronal NO-
synthase. Aim: To examine the alterations in the nitric oxide-
synthase neurons of the colon of patients who underwent
resections for advanced megacolon and to compare with small
bowel of the same patients and with controls.Methods: Specimens
from resected rectum and extramucosal small bowel biopsies of
11 chagasic patients were compared to 10 controls with colon
cancer. Tissues were fixed in Zamboni’s solution and evaluated
by immunohistochemistry for NADPH diaforase-containing
neurons. Immunoreactivity was evaluated on a 0 to 4 scale in the
longitudinal muscle (LM), myenteric plexus (MP), circular muscle
(CM), submucosal plexus (SMP), and mucosa (M). Results:
Control cases showed well-stained myenteric and submucosal
neurons, and a rich network of terminal nerve fibers in the muscle
layers. Chagasic specimens had decreased immunostain in all
layers of the gut. Overall there was a statistically significant
decrease in NADPH diaforase-containing neurons. Clinically
uninvolved small bowel biopsies also showed decreased immu-
noreactivity, but to a lesser degree. Conclusions: 1. NADPH
diaforase activity is decreased in patients with advanced mega-
colon, especially in the myenteric plexus and the circular muscle.
3. Immunoreactivity is also diminished in the clinically uninvolved
small bowel, but to a lesser extent.

KEY WORDS: Chagas’disease; nitric oxide synthase neuron;
neuronal nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
diaforase; megacolon
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