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RESUMO

O megaesofago chagasico é uma das principais complicagdes digestivas da fase
crénica da doenca de Chagas. Acredita-se que ele se desenvolva devido ao intenso
processo de desnervacao, o qual por sua vez € decorrente da infeccdo pelo parasito e da
inflamacéo local. Sabendo do papel do NGF na comunicacdo entre sistema imune e o
sistema nervoso, de suas propriedades neurotrdfica e pré-inflamatoria, neste trabalho
nos propusemos avaliar a sua participacdo na patologia do megaesdfago chagasico. Para
isso analisamos amostras de es6fago de 12 individuos infectados, sendo 6 deles sem
megaesOfago ou sem qualquer sintoma da doenca digestiva e 6 com megaesofago. As
amostras foram submetidas a imunohistoquimica para os anticorpos anti-NGF e anti-
TrkA (receptor de NGF). Os resultados demonstraram imunorreatividade para NGF e
TrkA no epitélio, eosindfilos e mastocitos e apenas para TrkA na muscular interna e
neurbnios do es6fago. Em individuos infectados sem megaesofago foi demonstrado
aumento significativo da imunorreatividade para NGF em mastdcitos e aumento
significativo para TrkA no epitélio, na camada muscular interna e em mastdcitos da
camada muscular interna. Além disso, foi vista correlacdo negativa entre o nimero de
neurdnios e o numero de eosinofilos e mastocitos imunorreativos a NGF no plexo
mioentérico. Em individuos infectados com megaesdfago foi visto aumento
significativo da imunorreatividade para NGF e TrkA no epitélio, nos eosindfilos e nos
mastocitos; e aumento significativo apenas para TrkA na camada muscular interna. A
partir desses dados, sugerimos que o aumento da imunorreatividade ao NGF e a TrkA
no esdfago de individuos infectados com o T. cruzi possa estar relacionado com a

inflamacéo e também com a prépria infeccdo causada pelo parasito.

PALAVRAS CHAVE: Megaesdfago chagasico, NGF, TrkA



ABSTRACT

Chagasic megaesophagus is one of major digestive complications of chronic
Chagas' disease. It is believed that it develops due to the intense process of denervation,
which in turn is due to the parasite infection and local inflammation. Knowing the role
of NGF in the cross-talk between the immune system and the nervous system, its
neurotrophic and pro-inflammatory properties, this study aimed to evaluate its
participation in the pathology of chagasic megaesophagus. For this we analyzed
esophageal samples from 12 infected individuals, six of them without megaesophagus
or any symptoms of digestive disease and 6 with megaesophagus. The samples were
subjected to immunohistochemistry with anti-NGF and anti-TrkA (NGF receptor). The
results showed immunoreactivity for NGF and TrkA in the epithelium, eosinophils and
mast cells and only for TrkA in inner muscle layer and neurons in the esophagus. In
infected individuals without megaesophagus it demonstrated significant increased
immunoreactivity for NGF in mast cells and increased immunoreactivity for TrkA in
the epithelium, inner muscle layer and mast cells of inner muscle layer. In addition,
negative correlation was seen between the number of neurons and the number of
eosinophils and mast cells immunoreactive for NGF in the myenteric plexus. In infected
individuals with megaesophagus was seen significant increase in immunoreactivity for
NGF and TrkA in the epithelium, eosinophils and mast cells, and significant increase
only for TrkA in the inner muscle layer. From these data, we suggest that increased
immunoreactivity for NGF and TrkA in the esophagus of individuals infected with T.
cruzi may be related to inflammation and also with the parasite infection.

KEYWORDS: Chagas megaesophagus, NGF, TrkA receptor



INTRODUCAO

1. Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ¢é causada pelo parasito Trypanosoma cruzi e € considerada
uma das mais importantes doengas tropicais negligenciadas. Essa doenga, antes
endémica apenas em &reas rurais, ganhou grande foco no meio urbano devido a
migracao rural-urbana que disseminou o parasito (DIAS et al., 2002; AGUILAR et al.,
2007). Estima-se que cerca de 6-7 milhdes de pessoas ainda estdo infectadas com o
parasito, principalmente na América Latina (WHO, 2015).

O principal mecanismo de transmissdo do parasito se da pela picada do barbeiro
contaminado. Entretanto, em areas de maior incidéncia também sdo vistas transmissdes
por via transfusional, oral, congénita e menos frequentemente, via transplante de 6rgaos
e acidentes laboratoriais (COURA E VINAS, 2010; SILVEIRA E PIMENTA JUNIOR,
2011).

O ciclo da doenca se da através da picada do barbeiro vetor (hospedeiro
invertebrado) ndo contaminado em um hospedeiro vertebrado que contenha formas
infectantes do parasito no sangue, a forma tripomastigota. J& no hospedeiro
invertebrado, especificamente no intestino médio, o parasito se transforma na forma
epimastigota, onde sofre varios ciclos de replicacdo. Nessa fase o parasito migra para
porcdo posterior do intestino do vetor onde entdo retornard a forma tripomastigota.
Durante a noite, o barbeiro contaminado ao picar um novo individuo elimina fezes
contendo a forma infectante, tripomastigota, proxima a picada. O contato do parasito
com a mucosa ou com uma area lesionada o transferira para a circulacdo linfatica ou
sanguinea do individuo, dando-o acesso a varios tipos celulares. Ja no interior celular do
hospedeiro vertebrado, a forma tripomastigota do parasito se transforma em amastigota
sofrendo assim muitos ciclos de replicagio para gerar numerosas formas
tripomastigotas. Devido ao intenso volume de parasitos a célula se rompe, liberando
novos parasitos no sangue e tecidos adjacentes. Logo, a picada de um novo barbeiro ndo
infectado em um individuo infectado, fechara o ciclo, pois transmitira o parasito para
um novo hospedeiro invertebrado (BRENER, 1982; KOBERLE, 1968).
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A alta densidade de parasitos no sangue e tecidos de individuos infectados
caracteriza a fase aguda da doencga. N&o se sabe ao certo, mas acredita-se que essa fase
dure de seis a oito semanas (MONCAYO E SILVEIRA, 2009). Ela apresenta destrui¢cdo
celular e infeccdo de diferentes tipos celulares como, macréfagos, células musculares
lisas, esqueléticas e cardiacas e células gliais (DA MATA et al., 2000; DIAS, 2006).
ApO6s um periodo entre 7 a 14 dias aparecem o0s sintomas como, lesdo inflamatdria no
local da picada, hepatoesplenomegalia, nausea, vomito, diarreia, tosse e anorexia. Nessa
fase pode haver morte do individuo devido a complicacfes associadas a miocardite ou
meningoencefalite (KOBERLE, 1968).

Na fase cronica, a densidade de parasitos no sangue e tecidos é reduzida
significativamente devido a resposta imunoldgica do individuo. Interessantemente,
nessa fase, a maioria dos individuos infectados permanece sob a forma indeterminada,
ou seja, sem sintomas decorrentes da infeccdo, vindo a falecer por outras causas. Apds
um periodo indeterminado alguns pacientes, cerca de 20%-35% dependendo da érea
geogréfica (MONCAYO E SILVEIRA, 2009), podem evoluir para a forma crbnica
sintomatica da infec¢cdo com comprometimento cardiaco, digestivo ou cardio-digestivo
e, mais raramente, sintomas neuroldgicos (COURA, 2007; COURA E BORGES-
PEREIRA, 2011).

As manifestacdes clinicas digestivas da doencga de Chagas sdo caracterizadas por
alteracdes motoras que envolvem principalmente o eséfago e o célon, resultando no
megaesdfago e no megacolon (OLIVEIRA et al.,, 1998; MENEGHELLI, 2004).
Falando mais especificamente do megaesofago, acredita-se que a dilatacdo da parede e
do limen deste 6rgdo se dé em decorréncia do processo de desnervagdo (KOBERLE et
al., 1968; ADAD et al., 1991; DA SILVEIRA et al., 2005; NASCIMENTO et al.,
2013). Inicialmente o0s pacientes com megaesdfago apresentam dificuldade de
relaxamento do esfincter inferior do es6fago (fenbmeno conhecido como acalésia), o
que pode se manifestar pela dificuldade de degluticdo do alimento (fendmeno conhecido
como disfagia) (PINAZO et al., 2014).

No megaes6fago, sdo observadas, em suas camadas musculares, alteracbes como
fibrose intersticial intermuscular, focal ou difusa (TAFURI E RASO, 1983; PINHEIRO
et al., 2003); hiperplasia da musculatura, com aumento de células musculares numa

proporcdo 6:1 quando em comparagdo aos individuos ndo infectados (PEREIRA E
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GONCALVES, 1958; PINAZO et al., 2014) e aumento de 4:1 quando comparadas
respectivamente, as camadas musculares interna e externa do es6fago de individuos
infectados com megaesofago (KOBERLE 1960; ADAD et al., 1991). Outras alterac6es
também sdo percebidas como, arterite necrozante, necrose parcial ou total da parede dos
vasos (BRITO E VASCONCELOS, 1959). Além disso, no megaes6fago, também &
observada a reducdo da area de células intersticiais de Cajal (DE LIMA et al., 2008).

A inflamagdo, por sua vez, é sugerida como uma das causas da desnervacdo do
trato gastrointestinal (GI) acometido pela doenca de Chagas. Uma evidéncia da
importancia da inflamacéo para o desenvolvimento da forma digestiva dessa doenca é a
variacdo dos niveis de citocinas nos individuos infectados. Estudo anterior demonstrou
0 aumento dos niveis de fator de necrose tumoral- o. (TNF-a), interferon- y (IFN-y) ¢ da
quimiocina CXCL9 (MIG) em individuos com esofagopatia chagasica. TNF-o. e IFN-y
sdo citocinas pré-inflamatorias que desempenham um papel importante no controle do
parasitismo tecidual durante a infeccdo por T. cruzi e MIG é uma quimiocina regulada
por IFN. A alta taxa de sintese de TNF-a, IFN-y e MIG nos pacientes com esofagopatia
chagasica sugere que essas citocinas estdo envolvidas no controle da infeccdo pelo T.
cruzi. No entanto, o mesmo estudo demonstrou que pacientes com a forma avancada da
esofagopatia chagasica apresentaram diminuicdo dos niveis de TNF-oa quando
comparado com a forma ndo avancada. Esses dados sugerem que um desbalan¢o da
resposta imune pode contribuir para o desenvolvimento de danos teciduais observados
nos pacientes com a forma avancada do megaesdfago (CREMA et al., 2006).

Em relac&o aos focos inflamatérios presentes na fase cronica, eles se concentram
no plexo mioentérico e nas camadas musculares, interna e externa do megaeséfago. O
infiltrado inflamatdrio é composto por linfécitos T CD3+ CD4+, linfocitos B CD 20+,
linfocitos TIA1+, células natural killer CD57+, macréfagos, eosinéfilos e mastocitos
(D’AVILA REIS et al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005). Interessantemente, analise
do sangue de individuos infectados com T. cruzi portadores da forma digestiva da
doenca demonstrou baixos niveis de linfocitos T CD3(+) e linfocitos B CD19(+), bem
como diminuicdo na taxa de linfocitos CD4/CD8 nas amostras (LEMOS et al., 1998).

Tais fatos apontam para um recrutamento destas células do sangue para 0s tecidos.
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2. Sistema nervoso entérico

O trato (GI) desempenha diversas fungdes tais como, digestdo dos alimentos,
absorcdo de nutrientes. Também participa da secrecdo e reabsorcdo de fluidos que
ocorrem devido a acdo da inervacdo extrinseca, a qual é representada pelo sistema
nervoso autbnomo (SNA) simpético e parassimpatico; e pela inervagdo intrinseca,
representada pelo sistema nervoso entérico (SNE) (FURNESS, 2006).

O SNE é composto pelos ganglios entéricos, que sdo formados por corpos
neuronais e células enterogliais dispostos numa cépsula de tecido conjuntivo, e pelos
filetes nervosos localizados na prépria parede dos 6rgaos que se estendem do esdfago
até o anus (SCHEMANN E NEUNLIST, 2004; FURNESS, 2006; 2008; 2012). Os
ganglios entéricos sdo divididos em dois grandes plexos, o submucoso e 0 mioentérico.
O plexo submucoso esta situado na camada submucosa, sendo formado de ganglios
interconectados por filetes nervosos que inervam principalmente a mucosa, vasos
sanguineos e glandulas. Esse plexo é mais desenvolvido nos intestinos (HOYLE E
BURNSTOCK, 1989; TIMMERMANS et al., 2001). O plexo mioentérico esta situado
entre as duas camadas da muscular prépria e seus neurdnios projetam filetes
principalmente para as camadas musculares, interna e externa dos 6rgdos. Desse plexo,
também podem partir filetes nervosos para inervar a mucosa e a submucosa
(GABELLA, 1972; WOOD et al., 1999).

Dentre as peculiaridades do SNE, podemos citar a sua capacidade de regular as
funcdes do trato Gl na auséncia do SNA (FURNESS, 2000). Esta caracteristica esta
atribuida a uma diversidade de neuronios, cerca de 400 a 600 milhGes, e de
neurotransmissores distribuidos de forma variavel por toda a extensdo do trato GI. Esses
neurdnios podem ser classificados funcionalmente como: neurénios aferentes primarios
intrinsecos (IPANS) ou neurbnios sensoriais, interneurbnios e neurénios motores,
desempenhando assim, varios efeitos sobre as celulas efetoras, tais como o epitélio,
glandulas, vasos sanguineos, musculo liso, células imunes e mastocitos (FURNESS,
2000; 2012).

As alteracBes no SNE tém sido bastante discutidas no contexto das patologias
que acometem o trato GI, como na colite ulcerativa (KAMINSKA et al., 2006), acalasia
idiopatica (VILLANACCI et al., 2010), megaes6fago chagasico (NASCIMENTO et al.,
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2010; 2013) e megacolon chagasico (DA SILVEIRA et al., 2007). Esses estudos, além
de demonstrarem intenso processo de desnervacdo nos 6rgdos afetados, tém chamado
atencdo para um desbalanco entre neuropeptideos, especificamente entre 0os neurbnios
produtores do polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e substancia P. Considerando suas
funcBes, VIP além de induzir o relaxamento da musculatura lisa (ROBBERECHT et al.,
1998; VANNESTE et al., 2004), também é dotado de propriedades antiinflamatdrias.
Estas propriedades caracterizam-se por diminuir a producdo de citocinas como
interleucina-6 (IL-6) e TNF-a por mondcitos (KOJIMA et al.,, 2005); diminuir a
producdo de quimiocinas e mediadores inflamatorios (prostaglandinas e 6xido nitrico)
por macrofagos, células dendriticas e microglia (DELGADO AND GANEA 2001;
GONZALEZ-REY AND DELGADO 2008; CHORNY AND DELGADO 2008);
aumentar a sintese de IL-10 em macréfagos (DELGADO et al., 1999); diminuir a
sintese de IL-16 em eosindfilos e consequentemente, inibir a quimiotaxia de linfocitos
(DUNZENDOREFER et al., 2003); inibir a citotoxicidade dependente de anticorpo em
neutréfilos (PALERMO et al., 1996); induzir a producdo de CCL22 (quimicina que
induz a migracdo de células Th2) e inibir a producdo de CXCL10 (quimicina que induz
a migracdo de células Th1) em células dendriticas (DELGADO et al., 2004); diminuir a
expressdo de receptores tipo Toll em células sinoviais (GUTIERREZ-CANAS et al.,
2006; ARRANZ et al., 2008), macrofagos, células dendriticas e linfécitos (GOMARIZ
et al., 2005); e induzir a expressdo de FoxP3 em células T reguladoras (POZO et al.,
2009; ANDERSON AND GONZALEZ-REY 2010). A substancia P, por sua vez, tem
funcdo oposta ao VIP. Ela além de induzir a contracdo da musculatura lisa (WOOD
2007; SHIMIZU et al., 2008), € dotada de propriedades pré-inflamatorias. A acdo pro-
inflamatdria de substancia P é evidenciada pela sua capacidade de estimular, a sintese
de IFN-y (WEINSTOCK et al., 2003; BLUM et al., 2003) e MIP-1B em linfocitos T
(GUO et al., 2002); TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6 em linfocitos T, macrofagos e neutréfilos
(DELGADO et al., 2003); desgranulacdo de mastocitos (LI et al., 2012; ZHAO et al.,
2013); migracéo e desgranulacdo de eosindfilos (EL-SHAZLY et al., 1997); migracéo e
citotoxicidade de células natural killer (FEISTRITZER et al., 2003; FU et al., 2011).
Nesse contexto tem sido proposto que, na doenga de Chagas, a perda em maior
intensidade de neurdnios produtores de VIP, possa contribuir para a reativacdo e ou
exacerbacdo do processo inflamatério da fase cronica. Além da diminuicdo de VIP,
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outros fatores locais tém sido considerados relevantes na exacerbacdo do processo
inflamatorio da forma digestiva, dentre eles 0 aumento de mastocitos que expressam a
enzima triptase (MARTINS et al., 2014). Dentre as vérias acOes inflamatorias da
triptase, citamos a sua capacidade de clivar, intra e extracelularmente, o pro-fator de
crescimento neural (pro-NGF) em NGF, tornando a neurotrofina ativa (SPINNLER et
al., 2011). O NGF, por sua vez, tem sido apontado, em trabalhos anteriores, como uma
neurotrofina com importante atuacdo em processos inflamatorios no trato GI. Esta
atuacdo seria evidenciada pelo papel do NGF em manter a comunicacdo entre neurénios
e células do sistema imune (DI MOLA et al., 2000). Além disso, 0 aumento da
densidade desta neurotrofina tem sido observado em diversas doencgas do trato Gl (DI
MOLA et al., 2000; TSUNODA et al., 2006; WILLOT et al., 2012; SHIEH et al.,
2010; 2014; YANG et al., 2015; DOTHEL et al., 2015), do trato respiratorio (WU et
al., 2006, HUANG et al., 2015) e doencas autoimunes (LISI et al., 2014).

3. Fator de Crescimento Neural e Receptor Tirosina Quinase A

O Fator de crescimento neuronal (NGF) compde a familia das neurotrofinas, as
quais sdo essenciais para o desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso central
(SNC) e periférico (SNP). Mais além, estas neurotrofinas atuam na proliferagéo,
diferenciacdo, sobrevivéncia e morte de todas as células do organismo (CHAO et al.,
2006).

A sintese do NGF ocorre a partir da clivagem proteolitica de seu precursor, pro-
NGF (FAHNESTOCK et al., 2004). O pr6-NGF, recém traduzido, € translocado para
dentro do Iimen do reticulo endoplasmatico (RE), transportado através da via exocitica.
Nesta organela ele é convertido a sua forma bioldgica madura ativa através de clivagens
proteoliticas. Esta neurotrofina é primariamente conhecida por atuar na sobrevivéncia e
na formagdo do sistema nervoso durante o desenvolvimento embrionario. Em adultos,
no entanto, também atua de outras maneiras, como protegendo neurbnios apds trauma
cerebral e na geracdo da sensacdo de dor. Além disso, também pode ser dinamicamente
regulado em resposta a danos teciduais e em resposta a patologias inflamatdrias
(MARLIN E LI, 2015).

20



O caminho de sinalizacdo desempenhado por NGF pode ser mediado pela
interacdo com dois receptores - o receptor de neurotrofina p75 (p75" "), o qual é
membro da superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF); e o receptor
tirosina quinase A (TrkA), também conhecido como NTRK1, que pertence a familia dos
receptores tirosina quinase (Trk) (SKAPER, 2008; 2012). O p75"™® é um receptor pan-
neurotrofina. Ele é um co-receptor dos receptores Trk e por isso, pode aumentar ou
suprimir a atividade de TrkA. A interacdo de NGF com p75"'® resulta na ativacdo de
fator nuclear kappa beta (NF-«B), proteina quinase B (Akt) e Jun quinase, bem como
outros caminhos de sinalizacdo. Além desse receptor ativar estas cascatas, responsaveis
pela sobrevivéncia celular, ele também pode sinalizar a apoptose da célula. A apoptose

é mediada pela interacdo do p75" "

com o precursor do NGF. Entretanto sua interagéo
com o receptor ocorre com baixa afinidade. A interacdo se torna estavel na presenca do
receptor de neurotrofina, sortilina. A sortilina € um co-receptor e trocador molecular

tanto para o receptor p75"

, quanto para os receptores Trk. Ela se liga a parte pré do
pro-NGF com alta afinidade. Esta interacdo permite que o pr6-NGF, por sua vez,
interaja com o p75"'", formando assim um complexo de alta afinidade. Portanto a
sinalizacdo de apoptose celular s6 sera desencadeada quando a interacdo sortilina-pro-
NGF-p75"™ ocorrer (ROUX E BARKER, 2002; BRADSHAW et al., 2015). Apesar de
desencadear muitas cascatas, a interacdo do NGF com o receptor p75 ocorre em menor
frequéncia, pelo fato do mesmo ser um receptor de baixa afinidade com esta e outras
neurotrofinas (REICHARDT, 2006).

O TrkA, receptor especifico para NGF, quando recém produzido, se insere na
membrana do RE, tendo sua parte N-terminal virada para o lomen da organela e a parte
C-terminal voltada para o citoplasma da célula. Apés a clivagem do peptideo sinal, o
TrkA € transportado do RE para o complexo de Golgi e em seguida para a superficie da
célula, pela via exocitica. Na membrana plasmética o TrkA se encontra desfosforilado e
livre na bicamada lipidica. Isto permite que o receptor se mova pela membrana,
aumentando assim as chances dele interagir com 0 NGF (MARLIN E LI, 2015).

O NGF se liga ao TrkA através do dominio membrana proximal semelhante a
imunoglobulina, da porcao extracelular do TrkA de duas maneiras: 1) por intermedio de
um padrdo ligante inespecifico, conservado em outras neurotrofinas, ou 2) por

intermédio dos residuos 2-13 N-terminais, especifico apenas para a interacao
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NGF/TrkA (CHUENKOVA E PEREIRAPERRIN, 2004). A ligagdo NGF-TrkA gera a
ativacdo do receptor atraves de sua autofosforilagdo da tirosina, presente no dominio
intracelular e a dimerizacéo do receptor (PENG et al., 2013). Essa modificacdo impede
a mobilidade do TrkA através da membrana celular, o que facilita o recrutamento de
intermediarios de sinalizacdo e a transducdo de sinais. Essa ligacdo gera uma
sinalizagdo que desencadeia cascatas intracelulares como, as vias de fosfolipase C- y
(PLC-y), de proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) e de Fosfatidilinositol-4,5-
bifosfatado-3quinase/proteina quinase B  (PI3K/Akt) propagando sinais de
sobrevivéncia e divisdo celular. Posteriormente, o0 complexo NGF/TrkA ¢ internalizado
por endocitose mediada por clatrina ou por macropinocitose (MARLIN E LI, 2015). O
microambiente acidico do endossomo pode causar a dissociacdo do complexo
NGF/TrkA, diminuindo assim sua sinalizacdo. Entretanto, mesmo se houver a
dissociacdo do complexo NGF/TrkA o receptor TrkA, ndo necessariamente sera
degradado. Ele pode ser reciclado para a membrana celular (LI et al., 2015; MARLIN
AND LI, 2015).

O NGF ¢ produzido por diversos tipos celulares e estudos realizados in vitro por
imunohistoquimica ou por hibridizacdo in situ tém demonstrado que sua producéo
ocorre em neurdnios (DI MOLA et al., 2000), células enterogliais (VON BOYEN et al.,
2006), glandulas salivares, células epiteliais, fibroblastos, mastocitos e em células
imunes como eosindfilos, macréfagos ativados e linfocitos T e B (ALOE et al., 2012;
BERRY et al., 2012). J& a expressao de TrkA tem sido observada em nervos sensoriais,
células epiteliais, células musculares lisas (ZHANG E QIAO, 2012), glandulas
submucosas (WU et al., 2006), células enterogliais (VON BOYEN et al., 2006),
mastocitos (NILSSON et al., 1997) e em algumas células imunes como eosinofilos
(NOGA et al., 2002), linfécitos T (RAYCHAUDHURI et al., 2011) e células natural
killer (RALAINIRINA et al., 2010).

Poucos séo os estudos que tem avaliado a expressdo de NGF e do receptor TrkA
no trato Gl saudavel, principalmente quando se trata de es6fago humano. Até agora,
dados da literatura tém demonstrado a expressdao de ambas as moléculas apenas no
epitélio do eséfago (ZHU et al., 2000; TSUNODA et al., 2006). Por outro lado, no
intestino, os eosinofilos, 0os mastocitos, as células enteroenddcrinas tém sido apontadas

como as principais fontes de NGF, enquanto a expressdo de TrkA, tem sido observada
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em eosinofilos, mastdcitos, neurbnios e células enterogliais (DI MOLA et al., 2000;
DOTHEL et al., 2015). Em trabalho realizado em es6fago de porco foi demonstrado a
expressdo de NGF em neuronios, fibras nervosas, células enterogliais, epitélio e células
endoteliais. A expressao de TrkA, por sua vez, foi observada principalmente em corpos
neuronais e filetes nervosos (SAMARASENA et al., 2015).

A funcdo do NGF tem sido avaliada por meio de experimentos in vitro. Em
neurdnios simpaticos e sensoriais, NGF estd envolvido com o controle da sintese de
neurotransmissores e neuropeptidios, tais como norepinefrina (OTTEN et al., 1977),
substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (MEAROW et al.,
1995). Além disso, ele tem sido utilizado in vivo como terapia regenerativa em lesdes
no SNC, proporcionando crescimento de neuritos em células PC12 (LICHVAROVA et
al., 2012), celulas neuronais NG 108-15 (TOMITA et al., 2013) e em células do ganglio
pélvico (STEWART et al., 2008). Outros estudos também tém demonstrado que o NGF
é capaz de induzir in vitro a diferenciacdo de determinadas células-tronco em células
com fend6tipo neuronal (DOUGLAS-ESCOBAR et al., 2012; BERCU et al., 2012).
Adicionalmente, foi demonstrado que sobrenadantes da mucosa de tecidos de
individuos com sindrome do intestino irritavel (IBS), contendo NGF, induziram altos
niveis de neuritogénese em cultura de neurénios entéricos (DOTHEL et al., 2015). Mais
além, o NGF também é capaz de induzir a sintese de IGF-1 em células musculares lisas
da bexiga, fator este que estimula a proliferacdo e regula o desenvolvimento e a
sobrevivéncia dessas células (ZHANG E QIAO, 2012). Além disso, o0 NGF induz a
sintese de IL-10 em células epiteliais intestinais (PISSETI et al., 2009).

Adicionalmente, o NGF também pode exercer influéncia sobre células do
sistema imune e mastocitos induzindo e regulando sua funcdo e diferenciacao.
Trabalhos in vitro tém demonstrado que o NGF é capaz de promover a sobrevivéncia
(HAHN et al., 2006; RAAP et al., 2008), migracdo (HAMADA et al., 1996), sintese de
IL-4 (NOGA et al., 2002) e liberacdo de peroxidase eosinofilica (EPO) em eosinofilos
(SOLOMON et al., 1998). Em células Natural Killer ele inibe sua desgranulagdo
(RALAINIRINA et al., 2010). Em linfocitos T ele promove a proliferacdo e
sobrevivéncia da célula (RAYCHAUDHURI et al., 2011). Com relagdo aos mastocitos,
NGF é capaz de induzir o aumento de mRNA para IL-3, IL-4, IL-10, TNF-a, fator
estimulador de coldnias de macrofagos e granulécitos (GM-CSF), além de induzir a sua
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sobrevivéncia (BULLOCK AND JOHNSON, 1996). Também atua no aumento da
expressdo do mMRNA para os marcadores como, triptase e quimase (sendo esse mais
tardio), receptor TrkA, c-kit, receptor de IgE (FCeRI) nesta célula. Ainda em
mastocitos, atua no aumento da producdo de triptase, aumento no contetdo de histamina
intracelular (WELKER et al., 1998; 2000) e aumento na migracdo de células
progenitoras CD117" (PENG et al; 2013).

Em relagdo a analise do aumento da densidade tanto da neurotrofina quanto de
seu receptor em patologias, estudos tém demonstrado por meio de imunohistoquimica,
Northern e Western Blot aumento de NGF e TrkA em mastocitos e neurdnios, em
amostras de tecido de célon de pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn (DI
MOLA et al.,, 2000). Através de ELISA, PCR e imunohistoquimica também foi
demonstrado aumento de NGF e TrkA em células epiteliais de amostras de tecido do
reto de pacientes com IBS (WILLOT et al., 2012; DOTHEL et al., 2015) e em cultura e
em amostras de tecido de cancer esofageal (TSUNODA et al., 2006). O aumento de
NGF, mas ndo o de TrkA, foi demonstrado, por meio de PCR, em amostras de tecido do
esdfago de pacientes com esofagite (SHIEH et al, 2010; 2014; YANG et al., 2015).

Na doenca de Chagas sdo escassos 0s trabalhos avaliando o papel do NGF e do
receptor TrkA. Em estudo realizado por MARTINELLI e cols. (2006) foi demonstrado
através de ELISA e imunohistoquimica aumento de NGF no atrio e ventriculo, bem
como nos vasos do coracdo de ratos infectados com T. cruzi. ARIDGIDES e cols.
(2013) em estudo in vitro demonstraram através de ELISA que a infeccdo por T. cruzi

em fibroblastos cardiacos de ratos leva ao aumento da expressdo NGF e TrkA.
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JUSTIFICATIVA

A participagdo de neuropeptideos no desenvolvimento da forma digestiva da
doenca de Chagas vem ganhando foco nos ultimos tempos. Estudos vém demonstrando
que o desbalanco quantitativo entre neurénios e filetes nervosos imunorreativos (IR) a
VIP e substancia P pode ser evidenciado tanto no megacélon (DA SILVEIRA et al.,
2007), quanto no megaesdfago chagésico (NASCIMENTO et al., 2013). Juntamente a
desnervacao seletiva, 0 aumento de mastdcitos imunorreativos a triptase em individuos
infectados (MARTINS et al., 2014), parecem comparecer como potenciais fatores
indutores ou estimuladores da inflamagdo da fase cronica (DA SILVEIRA et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2013), o que poderia favorecer o desenvolvimento de
lesBes teciduais.

Em outras doencas do trato GlI, alguns estudos tém chamado a atencdo para o
aumento, tanto de NGF, quanto de TrkA, nos focos inflamatérios. Tém sido
demonstrado ainda que essa neurotrofina desempenha importante papel na homeostase
do microambiente, permitindo a interacdo entre diversos tipos celulares (DI MOLA et
al., 2000; TSUNODA et al., 2006; WILLOT et al., 2012; SHIEH et al., 2010;
2014; DOTHEL et al., 2015; YANG et al., 2015). Na doenca de Chagas, estudos em
animais ja demonstraram o aumento da neurotrofina e do receptor TrkA no coracgdo de
ratos chagasicos (MARTINELLI et al., 2006; ARIDGIDES et al., 2013).

O papel do NGF no es6fago humano ainda ndo é bem conhecido e tem sido
pouco avaliado. Entdo, sera que a densidade dessa neurotrofina esté alterada no eséfago
de humanos infectados com T. cruzi? Quais células poderiam ser fonte dessa
neurotrofina no eséfago desses individuos? E quais células poderiam ser moduladas
pelo NGF? Sendo assim, a identificacdo do NGF na forma digestiva da doenca de
Chagas poderia, em parte, ilustrar outros mecanismos que pudessem estar envolvidos

com o desenvolvimento dessa patologia.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar evidéncias da participacdo do NGF na patologia do megaes6fago

chagasico induzido pela infec¢do por Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos:
Na porcéo inferior do es6fago de individuos infectados com T. cruzi e individuos

nao infectados:

1- ldentificar as populages celulares imunorreativas a NGF e ao seu receptor TrkA.

2- Fazer a analise quantitativa de mastocitos, eosindfilos e células epiteliais
imunorreativas a NGF.

3- Fazer a andlise quantitativa de mastdcitos, eosinofilos, células epiteliais e células

musculares imunorreativas a TrkA.
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MATERIAL E METODOS

1. Grupos Estudados

As amostras de tecidos de esdfago foram obtidas de 6 individuos ndo infectados,
6 individuos infectados sem megaes6fago e 6 individuos infectados com megaesdfago
submetidos a necropsia ou a cirurgia na Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(Uberaba, Minas Gerais, Brasil). O consentimento para a pesquisa foi obtido dos
membros da familia antes do recolhimento dos tecidos e este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais, N0.0313.0.203.000-10.

O diagndstico para infecgdo chagasica foi baseado na positividade das seguintes
reacOes: Elisa, hemaglutinacdo e imunofluorecéncia indireta para o T. cruzi. Todos 0s
individuos infectados deixaram a area endémica ha mais de 20 anos antes de serem
realizados os procedimentos de coleta dos tecidos. Nenhum deles recebeu transfuséo de
sangue e nem tratamento especifico contra o parasito e todos eles moravam em
Uberaba, Minas Gerais, Brasil, onde a transmissao natural foi interrompida ha mais de
30 anos antes da coleta das amostras.

O diagndstico para o megaesdfago foi estabelecido a partir de dados clinicos e
estudos radiolégicos. As caracteristicas dos individuos estdo descritas na Tabela 1. Os
individuos infectados sem megaesdfago tinham a média de idade de 55 + 11 anos e a
média de diametro do es6fago de 1,4 = 0,2 cm. Ja individuos infectados com
megaesodfago tinham a média de idade de 52 + 9 anos e a média de didmetro do es6fago
de 3,3 £ 0,8 cm. O grupo “ndo infectado”, composto por individuos oriundos de Minas
Gerais, apresentou idade média de 62 + 20 anos e a média de didmetro do eséfago de
1,4+0,1cm.
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Tabela 1. Caracterizagéo dos grupos estudados

Idade Diametro do Sexo
(anos) esdfago (cm)
Individuos néo infectados
E2 76 1.6 M
E5 54 14 M
E1l7 79 1.6 M
HE12-94 34 15 M
HEB83-93 85 1.2 M
HE 93-93 47 1.3 M
Individuos infectados
sem megaesofago
E3 49 1.1 F
E9 a7 1.3 F
E14 70 1.7 M
E4 61 1.6 M
E7 66 1.4 M
E15 40 1.2 M
Individuos infectados
com megaesofago
E12 57 2.7 M
HE30-00 52 4.5 M
HE45-93 53 4.1 M
HE46-01 43 3.0 F
ML10-86 43 2,6 M
HE71-00 67 2.9 M

Abreviagdes: M, masculino; F, feminino.

Amostras de tecidos foram coletadas da porcao inferior do es6fago a 5 cm da
cardia (parte do estbmago ligada ao es6fago). Os tecidos coletados foram processados
em uma solucédo neutra tamponada de formaldeido a 4% e embebidos em parafina. Apos
esses procedimentos, os anéis do esdfago foram cortados em secdes seriadas de 7 um e

submetidos a estudos imunohistoquimicos.
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2. Analise de Imunohistoquimica

Secdes de 7 um de espessura embebidas em parafina foram desparafinizadas em
trés banhos de xilol (xilol I, xilol I, xilol I1l) de 20 minutos cada. Em seguida as
laminas foram hidratadas em sucessivos banhos de alcool (alcool absoluto I, alcool
absoluto 11, alcool 90%, &lcool 80% e alcool 70%), por 10 minutos cada banho. Do
alcool o tecido foi direto para a solucéo salina tamponada (PBS) pH 7,2 — 7,4, por 30
minutos. As laminas foram incubadas com tampéo citrato (pH 6.0) no microondas por
10 minutos para a reativacdo antigénica. Apds a fervura, as laminas foram mantidas
imersas no tampao citrato até atingirem a temperatura ambiente.

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida por incubagdo dos cortes com
peréxido de hidrogénio (H,0,) a 4% + 0,05M de azida sddica em PBS por 30 min. O
blogqueio de ligacdo inespecifica foi obtido com uma solucéo de albumina de soro suino
(Sigma, St Louis, MO) a 2% em PBS por 30 minutos, subsequentemente incubadas com
anticorpo policlonal especifico para NGF (ABCAM, Cambridge, MA, USA, Code
ab6199, anti-rabbit, 1:200) e com anticorpo monoclonal especifico para TrkA
(ABCAM, Cambridge, MA, USA, Code ab76291, anti-rabbit, 1:50). Posteriormente, as
laminas foram lavadas com PBS e incubadas com o conjugado biotina (anti-mouse /
anti-rabbit; DAKO) por 1 hora. Depois de lavadas em PBS, as laminas foram incubadas
com estreptoavidina-peroxidase (DAKQO) por 1 hora. Antes de prosseguir para a
revelacdo, as laminas foram lavadas novamente com PBS. Em seguida, foi realizada a
incubacdo com a solucdo de diaminobenzidina (DAB) e 0,5% de H,0O, (30v) em PBS
por 10 minutos. Finalmente as laminas foram lavadas com PBS e contra-coradas com
hematoxilina de Gill (Sigma). As mesmas passaram pelo processo de desidratacdo
(&lcool 70%, alcool 80%, alcool 90%, alcool absoluto Il e alcool absoluto 1) e
diafanizacdo (xilol 1, xilol Il, xilol 111) sendo montadas com laminulas e Entellan
(Merck).

3. Analise Morfométrica

Para cada amostra de es6fago de individuos infectados e individuos nao

infectados, o nimero total de mastocitos NGF-IR, mastécitos TrkA-IR, eosinéfilos
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NGF-IR, eosindfilos TrkA-IR foi avaliado nas regides de lamina propria, muscular
interna e plexo mioentérico. A contagem foi realizada em 50 campos selecionados
aleatoriamente, utilizando microscopio de luz no aumento de 1000 vezes — em imersao
(4rea total de 2076x10° um?).

Anélises morfométricas das areas coradas foram feitas utilizando o sistema de
analise de imagem (Kontron KS300 version 2.0; Kontron, Port Coquitlam, Canada), em
20 campos selecionados aleatoriamente, utilizando microscopio de luz no aumento de
400 vezes (4rea total de 1180 x 10° um*/individuo) na camada de células epiteliais e na
camada de muscular interna em uma Unica lamina por individuo. Em seguida as

imagens foram analisadas pelo programa Image J.
4. Analises estatisticas

Todos os dados foram paramétricos, de acordo com o teste de normalidade.
Anélises estatisticas foram feitas utilizando o teste ANOVA ONE-WAY e 0 pos-teste
de comparacdo TURKEY para diferencas nas respostas entre diferentes grupos
relacionados a dados paramétricos. Os dados foram expressos como média £ desvio
padrdo. As andlises de correlagdo foram feitas utilizando o teste paramétrico de
PEARSON. As diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando p <
0,05.
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RESULTADOS

Em toda a extensdo da parede do 6rgdo foram encontrados eosinofilos,
mastocitos e celulas epiteliais imunorreativos a NGF e a TrkA. Além disso, a
imunorreatividade a TRKA foi observada também nas células musculares lisas e

neurdnios.

1. Andlise qualitativa

Estruturas imunorreativas a NGF

Eosinofilos e mastocitos imunorreativos a NGF foram encontrados na lamina
propria, na muscular interna e no plexo mioentérico do eséfago de individuos nédo
infectados e infectados (Figura 1). Essas células foram encontradas proximo aos
capilares sanguineos e dispersas por todas as camadas analisadas. No caso dos
individuos infectados, essas células foram encontradas também proximas a focos
inflamatorios. Eosinofilos NGF-IR foram encontrados em maior densidade apenas nos
tecidos de individuos infectados com megaes6fago, mas ndo naqueles sem
megaesdfago. Mastocitos NGF-IR, por sua vez, foram observados em maior densidade

em ambos 0s grupos de individuos infectados, com e sem megaes6fago.
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Figura 1: Perfil de marcacdo de mastdcitos (seta) e eosinéfilos (ponta de seta) imunorreativos a NGF
no esb6fago de individuos ndo infectados e individuos infectados com T. cruzi. Ldmina propria do
esdfago de individuos ndo infectados (A), individuos infectados sem megaes6fago (B), individuos
infectados com megaesdfago (C). Muscular interna do esdfago de individuos ndo infectados (D),
individuos infectados sem megaeséfago (E), individuos infectados com megaesdfago (F). Plexo
mioentérico do esdfago de individuos ndo infectados (G), individuos infectados sem megaesofago

(H), individuos infectados com megaesdfago (I). Aumento de 1000x (imersdo).

A imunorreatividade para NGF foi observada nas células epiteliais da mucosa do
esdfago de todos os grupos analisados, sendo mais abundantes no epitélio do grupo de
individuos infectados com megaes6fago, quando comparados tanto ao grupo controle,
quanto aos individuos infectados sem megaes6fago. Em todos os grupos analisados, as
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células epiteliais NGF-IR encontram-se, na porc¢do central do epitélio da mucosa (Figura
2).

Figura 2: Perfil de marcacdo de células epiteliais (seta) imunorreativas a NGF no esbfago de

individuos néo infectados (A), individuos infectados sem megaesofago (B), individuos infectados com

megaesdfago (C). Aumento de 400x.

Estruturas imunorreativas a TrkA

Eosinofilos e mastdcitos imunorreativos a TrkA foram encontrados na lamina
propria, na muscular interna e no plexo mioentérico do es6fago de individuos nao
infectados e infectados com T. cruzi (Figura 3). Essas células foram encontradas
préximo aos capilares sanguineos e isoladas por todas as camadas analisadas do es6fago
de todos os individuos. Além disso, ambas as células foram observadas proximas a
focos inflamatorios principalmente nos tecidos de individuos infectados com T. cruzi.
Eosindfilos e mastocitos TrkA-IR apresentaram-se em maior densidade nos tecidos de

individuos infectados com megaesofago.
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Figura 3: Perfil de marcagéo de mastdcitos (seta) e eosindfilos (ponta de seta) imunorreativos a TrkA
no esdfago de individuos ndo infectados e individuos infectados com T. cruzi. Lamina propria do
esdfago de individuos ndo infectados (A), individuos infectados sem megaesdfago (B), individuos
infectados com megaesdfago (C). Muscular interna do esdfago de individuos ndo infectados (D),
individuos infectados sem megaesdfago (E), individuos infectados com megaesdfago (F). Plexo
mioentérico do esdfago de individuos ndo infectados (G), individuos infectados sem megaes6fago

(H), individuos infectados com megaesodfago (I). Aumento de 1000x (imersdo).

A imunorreatividade para TrkA também foi observada nas células epiteliais do
esofago de todos os grupos analisados, sendo mais abundantes no epitélio dos dois

grupos de individuos infectados com T. cruzi, quando comparado ao grupo controle.
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Células epiteliais TrkA-IR foram encontradas dispersas entre as porcdes central e apical
do epitélio (Figura 4).

Figura 4: Perfil de marcacédo de células epiteliais (seta) imunorreativas a TrkA no es6fago de individuos

ndo infectados (A), individuos infectados sem megaesdfago (B), individuos infectados com megaesbfago
(C). Aumento de 400x.

A camada muscular interna demonstrou imunorreatividade para TrkA, a qual foi
mais intensa nos individuos infectados, com e sem megaes6fago, comparados ao grupo

controle. As células musculares TrkA-IR foram encontradas dispersas ao longo de toda

a camada muscular interna (Figura 5).
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Figura 5: Perfil de marcacdo de células musculares lisas, da camada muscular interna (seta),
imunorreativas a TrkA no esdfago de individuos ndo infectados (A), individuos infectados sem

megaesdfago (B), individuos infectados com megaes6fago (C). Aumento de 1000x (imersao).
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No es6fago de individuos ndo infectados e de alguns individuos infectados sem
megaes6fago foram observados, em alguns ganglios do plexo mioentérico, neurénios
TrkA-IR. Néo foi observado neurénio TrkA-IR em individuos infectados com

megaesofago (Figura 6).
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Figura 6: Perfil de marcacdo de neur6nio (asterisco) imunorreativo a TrkA no es6fago de individuo

infectado sem megaes6fago. Aumento de 400x.

2. Analise quantitativa de células imunorreativas a NGF
Mastdcitos e Eosindfilos

O numero total de mastocitos NGF-IR foi significativamente maior nas trés
camadas analisadas do es6fago de individuos infectados sem megaeséfago (lamina
propria: 4,50 £ 1,04; muscular interna: 4,16 + 1,32; plexo mioentérico: 4,50 + 1,04) e de
individuos infectados com megaesdfago (lamina propria: 9,33 £ 2,16; muscular interna:
7,33 + 1,96; plexo mioentérico: 4,66 + 1,21) em relacdo aos individuos ndo infectados
(lamina prépria: 1,33 = 0,81; muscular interna: 1,16 + 0,98; plexo mioentérico: 1,16 +
0,75). Além disso, foi observado aumento significativo dessas células na lamina propria
e na camada muscular interna do es6fago de individuos infectados com megaesdfago

em relacdo aos individuos infectados sem megaesdfago (Grafico 1).
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Gréfico 1: Numero total de mastdcitos NGF-IR no eséfago de individuos ndo infectados e individuos
infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP (Desvio Padrdo). ** Diferenca
estatistica significante entre os grupos analisados (P<0,01). *** Diferenga estatistica significante entre os

grupos analisados (P<0,001). Area total de 2076x10° um?analisadas por individuo.

Os dados estatisticos demonstraram aumento significativo do numero total de
eosinofilos NGF-IR nas trés camadas analisadas do es6fago de individuos infectados
com megaesdfago ( lamina propria: 20,50 £ 6,71; muscular interna: 8,50 + 1,04; plexo
mioentérico: 15,83 + 6,40) em relacdo aos individuos ndo infectados (lamina propria:
1,83 + 1,47; muscular interna: 1,00 £ 0,89; plexo mioentérico: 1,16 + 0,75) e aos
individuos infectados sem megaes6fago (lamina prépria: 2,33 + 1,50; muscular interna:
2,16 + 2,13; plexo mioentérico: 4,66 + 4,22) (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Numero total de eosindfilos NGF-IR no es6fago de individuos ndo infectados e individuos
infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP. ** Diferenca estatistica
significante entre os grupos analisados (P<0,01). *** Diferenca estatistica significante entre os grupos
analisados (P<0,001). Area total de 2076x10° um?analisadas por individuo.

Células epiteliais

Analises estatisticas comprovaram aumento significativo da densidade de células
epiteliais NGF-IR no esdfago de individuos infectados com megaeséfago (735,2 +
149,8) em relacdo aos outros aos individuos ndo infectados (135,8 + 37,66) e individuos
infectados sem megaesdfago (247,0 + 67,8) (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Densidade de células epiteliais NGF-IR no esdfago de individuos ndo infectados e individuos
infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP. *** Diferenca estatistica

significante entre os grupos analisados (P<0,001). Area total de 1180 x 10° um? analisadas por individuo.

3. Andlise quantitativa de células imunorreativas a TrkA

Mastdcitos e Eosinofilos

O numero total de mastdcitos TrkA-IR foi significativamente maior nas trés
camadas do es6fago de individuos infectados com megaesdfago (lamina propria: 23,67
+ 7,84; muscular interna: 13,00 + 2,44; plexo mioentérico: 11,50 + 3,20) comparado aos
individuos controle ( lamina prépria: 2,83 + 1,94; muscular interna: 1,83 + 1,47; plexo
mioentérico: 2,83 + 1,83) e aos individuos infectados sem megaesdfago (lamina prépria:
7,66 + 2,50; muscular interna: 9,16 £ 1,60; plexo mioentérico: 5,66 + 1,75). Por outro
lado, na muscular interna, também foi observado aumento no nimero total dessas
células em individuos infectados sem megaes6fago comparado aos individuos néo

infectados (Gréfico 4).
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Graéfico 4: NUmero total de mastécitos TrkA-IR no esdfago de individuos ndo infectados e individuos
infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias = DP. ** Diferenga estatistica
significante entre os grupos analisados (P<0,01). *** Diferenca estatistica significante entre os grupos
analisados (P<0,001). Area total de 1180 x 10° um? analisadas por individuo.

Ja em relacdo aos eosindfilos TrkA-IR, a analise estatistica confirmou aumento
significativo no namero total de eosinofilos TrkA-IR nas trés camadas analisadas do
esdfago de individuos infectados com megaeséfago (ldmina prépria: 26,67 + 8,80;
muscular interna: 10,17 * 1,32; plexo mioentérico: 15,67 + 6,91) comparado aos
individuos ndo infectados ( lamina propria: 1,50 + 1,04; muscular interna: 1,33 + 1,03;
plexo mioentérico: 1,66 + 1,36) e aos individuos infectados sem megaeséfago (lamina
prépria: 2,83 £+ 2,22; muscular interna: 2,83 + 2,78; plexo mioentérico: 5,16 + 4,66)
(Grafico 5).
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Gréfico 5: NUmero total de eosinéfilos TrkA-IR no es6fago de individuos ndo infectados e individuos
infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP. ** Diferenca estatistica
significante entre os grupos analisados (P<0,01). *** Diferenca estatistica significante entre os grupos

analisados (P<0,001). Area total de 1180 x 10° pm?analisadas por individuo.

Células epiteliais

Em relacdo a densidade de células epiteliais TrkA-IR foi visto um aumento
significativo nos grupos de individuos infectados com megaes6fago (3822,0 + 1082,0)
e sem megaesdfago (2983,0 + 533,4) em relagdo aos individuos ndo infectados (454,7 +
126,2) (Gréfico 6).
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Gréfico 6: Densidade de células epiteliais TrkA-IR no es6fago de individuos ndo infectados e infectados
com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP. *** Diferenca estatistica significante entre
os grupos analisados (P<0,001). Area total de 1180 x 10 um?analisadas por individuo.

Células musculares

Analise estatistica demonstrou aumento significativo da densidade de células
musculares TrkA-IR na camada muscular interna do eséfago de individuos infectados
com megaesdfago (2578,0 + 1055,0) e individuos infectados sem megaesdfago (1921,0
+ 109,4) em relacdo aos individuos ndo infectados (358,0 + 135,5) (Grafico 7).
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Gréfico 7: Densidade de células musculares lisas TrkA-IR no esbfago de individuos ndo infectados e
individuos infectados com T. cruzi. Os valores foram expressos como médias + DP. ** Diferenca
estatistica significante entre os grupos analisados (P<0,01). *** Diferenga estatistica significante entre os

grupos analisados (P<0,001). Area total de 1180 x 10° um? analisadas por individuo.

4. Analises de correlacéo

Neurdnios imunorreativos a TrkA

Foi demonstrado estatisticamente correlacdo negativa entre o ndmero de

neurdnios e o numero de mastécitos NGF-IR no plexo mioentérico do es6fago de

individuos infectados sem megaesdfago (Grafico 8).
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Grafico 8: Correlagdo entre o nimero de neurdnios e o nimero total de mastocitos NGF-IR no plexo
mioentérico do esdfago de individuos infectados sem megaes6fago (r=-0,9166 e p<0,05). Contagem de
neurdnios realizada por NASCIMENTO e cols. (2013).

Foi demonstrado estatisticamente correlacdo negativa entre o ndmero de
neurbnios e o ndmero de eosinéfilos NGF-IR no plexo mioentérico do es6fago de
individuos infectados sem megaeséfago (Grafico 9).
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Grafico 9: Correlagdo entre o nimero de neur6nios e o ndmero total de eosinéfilos NGF-IR no plexo
mioentérico (r= -0,8382 and p<0,05). Contagem de neur6nios realizada por NASCIMENTO e cols.
(2013).
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DISCUSSAO

A forma digestiva da doenca de Chagas é caracterizada pelo aumento da
espessura da parede e do lumen dos 6rgdos ocos do trato Gl, principalmente do es6fago
e do colon (OLIVEIRA et al.,, 1998; MENEGHELLI, 2004). Acredita-se que esse
disturbio seja decorrente de um intenso processo de desnervagdo, que se revela tanto
pela baixa contagem de neurdnios (KOBERLE et al., 1968; ADAD et al., 1991), quanto
pela diminuicdo da densidade de filetes nervosos (SILVEIRA et al.,, 2005;
NASCIMENTO et al., 2013). A desnervacgdo, por sua vez, parece ser resultado do
processo inflamatdrio decorrente da infecgdo pelo T. cruzi (ADAD et al., 1991; DA
SILVEIRA et al., 2005).

Em relacdo ao foco inflamatdrio da fase cronica, anteriormente, ja havia sido
demonstrada a presenca significativa de mastocitos e de eosinofilos no megaeséfago
chagasico (D’AVILA REIS et al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005; MARTINS et al.,
2014), células sabidamente produtoras de NGF (DI MOLA et al., 2000; DOTHEL et
al., 2015).

O NGF é uma neurotrofina importante para a modulacdo de doencas
inflamatorias. Tanto por isso 0 aumento de sua densidade ja havia sido demonstrado
correlacionado com o processo inflamatério em algumas doencas do trato GI como,
doenca inflamatoria intestinal, carcinoma esofageal, IBS e esdfago inflamado (DI
MOLA et al.,2000; TSUNODA et al., 2006; WILLOT et al.,2012; SHIEH et al.,
2010;2014; DOTHEL et al., 2015; YANG et al.,, 2015). No entanto, em relacdo a
doenca de Chagas, a avaliacdo do aumento da densidade dessa neurotrofina sé havia
sido realizada no coracdo de ratos infectados (MARTINELLI et al., 2006; ARIDGIDES
etal., 2013).

Buscando avaliar o papel do NGF na infeccdo humana pelo T. cruzi,
demonstramos no esofago de individuos infectados, aumento no nimero e na densidade,
respectivamente, de mastécitos e eosinofilos, e de células epiteliais com
imunorreatividade a NGF. O modelo experimental aqui utilizado ndo nos permite
estabelecer relagcbes de causa e/ou consequéncia, mas ousamos especular que esse
aumento seja decorrente da inflamacdo, uma vez que estudos anteriores demonstraram

que o processo inflamatdrio leva ao aumento da expressdo tanto de NGF quanto de
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TrkA (DI MOLA et al., 2000; TSUNODA et al., 2006; DOTHEL et al., 2015; YANG
etal., 2015).

Muitos fatores como, IL-1, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), TNF-a, fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento transformante-o (TGF-a) e TGF-f ja foram descritos como
estimuladores da producdo de NGF (LEVI-MONTALCINI et al., 1996). Mais
especificamente no megaesofago chagasico, dois fatores parecem ter um papel relevante
no aumento da densidade do NGF, visto nesse trabalho, a substancia P e a triptase. A
expressao das duas moléculas parece estar aumentada no megaeséfago chagéasico, como
relatado em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa
(NASCIMENTO et al., 2013; MARTINS et al., 2014). A substancia P via receptor
neuroquinina-1(NK1), é capaz de induzir a producdo e liberacdo de NGF, tanto nas
células epiteliais, quanto em eosinéfilos e mastécitos (DALLOS et al., 2006;
FRIEDMAN E LEVI-SCHAFFER, 2015). A triptase por sua vez, atua na ativacdo dessa
neurotrofina nessas células, uma vez que essa enzima via receptor ativado por protease-
2 (PAR-2), cliva 0 pro-NGF em NGF (SPINNLER et al., 2011).

Neste trabalho demonstramos, pela primeira vez no esdfago aumento da
densidade de células epiteliais da mucosa e de células musculares, bem como, aumento
do nimero de eosindfilos e mastocitos imunorreativos ao receptor TrkA. Baseado nos
nossos dados de aumento de células imunorreativas a NGF, acreditamos que o aumento
de células imunorreativas a TrkA possa ser explicado, pelo menos parcialmente, pelo
aumento dos niveis locais dessa neurotrofina. Considerando que o receptor TrkA é uma
molécula expressa de forma constitutiva na membrana plasmatica na forma inativa,
sabe-se que, quando na interacdo do NGF, o receptor se autofosforila e sofre
dimerizacdo, tornando-se ativo. A interacdo também desencadeia na célula sinais para a
sintese de novos receptores TrkA (WELKER et al., 2000; MARLIN AND LI, 2015).
Mais além de atuar na ativacéo e sintese do TrkA, o NGF também esté relacionado com
a reciclagem desse receptor, como demonstrado por estudo anterior (KOBAYASHI E
FUKUDA, 2013).

A presenca da imunorreatividade para NGF e TrkA, demonstrada nesse trabalho,
em células do esdfago de individuos chagasicos, aponta uma interacdo entre elas

mediada pela neurotrofina, bem como, sugere uma ampla atuacdo do NGF nesse quadro
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patoldgico. Essa atuacdo parece ocorrer principalmente em individuos portadores de
megaesb6fago, nos quais tanto a densidade das células imunorreativas a NGF quanto a
TrkA estdo aumentadas. Adicionalmente, o0 NGF ja parece em niveis aumentados nos
individuos ndo portadores de megaesdfago chagasicos. Conforme trabalhos anteriores
que apontam uma atuacdo dessa neurotrofina na sobrevivéncia neuronal (SOFRONIEW
et al., 2001), supomos que ela atue na tentativa de reduzir o processo de desnervagdo no
esdfago, contribuindo assim para proteger esses individuos do processo de desnervacéo.
Buscando evidencias para esta especulacdo, demonstramos uma correlacdo negativa
entre 0 numero total de neurdnios e o numero total de mastocitos e eosinofilos
imunorreativos a NGF no plexo mioentérico do es6fago de individuos infectados sem
megaesofago.

Ainda tratando da atuacdo do NGF sobre neurbnios, sabe-se que ele esta
envolvido com o controle da sintese de neurotransmissores e neuropeptidios como a
substancia P (MEAROW et al.,, 1995). Por outro lado, como ja mencionado
anteriormente, o inverso também procede, ou seja, substancia P induz o aumento de
NGF. Como em trabalho anterior do nosso grupo, demonstramos aumento da area
relativa de filetes nervosos substancia P-IR no eséfago de individuos chagasicos com
megaes6fago (NASCIMENTO et al., 2013) poderiamos especular uma relacéo de causa
e consequéncia com NGF. Uma vez que a substéncia P, semelhantemente a0 NGF,
apresenta propriedades pro inflamatérias (DELGADO et al., 2003; EL-SHAZLY et al.,
1997; ZHAO et al., 2013), a atuacdo de ambas as moléculas parece contribuir para a
sobrevivéncia celular, e para a manutencdo do microambiente proinflamatorio.

Tomando como foco a atuacdo de NGF sobre outras células no es6fago de
individuos chagasicos, nesse trabalho demonstramos, semelhantemente a estudo
anterior (TSUNODA et al., 2006) a presenca de células epiteliais imunorreativas a NGF
e TrkA na mucosa do esdfago. Nessas células, como nas demais, 0 NGF exerce um
papel protetor, impedindo sua morte atraves da sinalizacdo das cascatas de
sobrevivéncia PLC-y, MAPK e PI3K/Akt. Essas cascatas sdo deflagradas a partir da
interacdo do NGF com o TrkA expresso pelas células (OTHUMPANGAT et al., 2009).
Além disso, 0 NGF também pode induzir a producao de IL-10 por essas células (MA et

al., 2003). Tais dados apontam para uma tentativa do NGF em manter as células da
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mucosa do esbéfago vivas, bem como de controlar o processo inflamatorio na regido da
mucosa.

Demonstramos tambeém celulas musculares imunorreativas a TrkA. Estudo
anterior realizado in vivo e in vitro demonstrou que o NGF leva ao aumento do fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) em células musculares lisas, fator este que
estimula a proliferagdo e regula a sobrevivéncia destas células (ZHANG E QIAO,
2012). A proliferagdo € mediada pela ativacdo de PI3K, PDK-1 e p70S6 quinase
(KUEMMERLE, 2003). O aumento do nivel de atuacdo de NGF nas células musculares
do esbfago de individuos portadores de megaesdfago poderia, de certa maneira,
justificar o quadro hiperplasico comumente observado nesta camada (ADAD et al.,
1991; PEREIRA E GONCALVES, 1958; PINAZO et al., 2014).

Com relacdo a atuacdo de NGF em eosinofilos, trabalhos in vitro tém
demonstrado que essa neurotrofina pode induzir migracédo, diferenciacdo, sobrevivéncia
e estimular a sua desgranulagio (HAMADA et al., 1996). De acordo com
NASCIMENTO, 2013, em sua tese, foi demonstrado nos mesmos individuos estudados
neste trabalho, aumento significativo no nimero de eosindéfilos totais em individuos
infectados com megaes6fago. Esse aumento tardio de eosinofilos nos permite especular,
que tal fato, poderia ser induzido pelo NGF produzido por mastdcitos, uma vez que
individuos infectados sem megaesdfago ja apresentam aumento do ndmero de
mastocitos NGF-IR. J& na fase mais tardia, apds o desenvolvimento no megaesofago, a
atividade dos eosinofilos poderia ser influénciada por mecanismos tanto paracrinos,
quanto autdcrinos.

Nos mastocitos, o NGF pode induzir a sua sobrevivéncia (BULLOCK AND
JOHNSON, 1996) e a expressdo de receptores como TrkA, c-kit, receptor de IgE
(FCeRI), além de estimular sua desgranulagcdo e o aumento de produgdo histamina e da
enzima triptase (WELKER et al., 2000). Interessantemente, como visto em relagdo a
NGF e substancia P, também ha uma modulagdo cruzada entre NGF e triptase.
Enquanto a enzima atua na ativacdo da neurotrofina, como mencionando anteriormente,
a neurotrofina estimula a produgdo da enzima. Isto aponta para uma influéncia de ambas
as moléculas nos mastécitos do es6fago de individuos chagasicos. Uma vez que ja €

visto um aumento precoce tanto no numero de mastocitos NGF-IR, quanto no nimero
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de mastocitos tripase-IR (MARTINS et al., 2014) em individuos chagasicos sem
megaesofago.

Por meio da andlise de células imunorreativas a NGF e TrkA, esse trabalho vem
se juntar a varios outros que discutem a participacdo dessa neurotrofina em doencas
inflamatdrias do trato GI (DI MOLA et al., 2000; TSUNODA et al., 2006; WILLOT et
al., 2012; SHIEH et al., 2010; 2014; YANG et al., 2015; DOTHEL et al., 2015). No
campo da patologia da doenca de Chagas, nossos dados vieram complementar trabalhos
em camundongos que ja demonstravam o seu aumento bem como de seu receptor no
desenvolvimento da doenca (MARTINELLI et al., 2006; ARIDGIDES et al., 2013). O
aumento de células imunorreativas & NGF na infecgdo causada pelo T. cruzi, poderia ser
interpretado de uma forma bem ampla e baseado em uma resposta local. Os efeitos do
NGF, além de neurotroficos, impedindo a desnervacdo, poderiam também estar
relacionados a protecdo do epitélio, e até mesmo contribuindo para 0 aumento da
inflamacdo, induzindo a sobrevivéncia, ativacdo, migracdo e desgranulacdo de
eosinofilos e mastdcitos. Mais além, a neurotrofina também poderia contribuir para o
aumento da espessura da camada muscular do 6rgdo, e consequentemente, resultar no
desenvolvimento do quadro clinico da doenca. Andlises futuras de receptores de
substancias que modulam o NGF, tais como, o receptor de substancia P, NK1 e o
receptor de triptase, PAR-2; bem como de fatores de reciclagem de seu receptor TrkA,
so fardo complementar nossos estudos, bem como reforcar o papel dessa neurotrofina

no desenvolvimento da forma digestiva da doenca de Chagas.

49



CONCLUSAO

Demonstramos que o NGF aparece ser um importante mediador das alteragfes
no esdfago de individuos chagasicos, uma vez que a imunorreatividade, tanto dele
quanto de seu receptor TrkA parecem aumentar ao longo do desenvolvimento da
doenga. Os mecanismos de acdo do NGF parecem ser amplos, atuando ndo apenas em
celulas neuronais, mas também em outras células efetoras, como eosinofilos,
mastocitos, células epiteliais e musculares. O aumento de células imunorreativas a NGF
na infeccdo causada pelo T. cruzi, poderia ser interpretada de uma forma bem ampla e
baseada em uma resposta local. Seus efeitos, além de neurotréficos, impedindo a
desnervacdo, poderiam também estar relacionados a protecdo do epitélio, e até mesmo
contribuindo para o aumento da inflamacdo, induzindo a sobrevivéncia, ativacao,
migracdo e a atividade citotdxica de eosinofilos e mastdcitos. Mais alem o NGF

também pode contribuir para 0 aumento da espessura da camada muscular.
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PERSPECTIVAS

1. Quantificar o receptor NK1 em individuos infectados com e sem megaes6fago,
atraves de imunohistoquimica de amostra de esdfago.

2. Quantificar o receptor PAR2 em individuos infectados com e sem megaes6fago,
através de imunohistoquimica de amostra de eséfago.

3. Quantificar a co-localizacdo de Rab11l e ARF6 em individuos infectados com e

sem megaesofago, através de imunofluorescéncia de amostra de esofago.
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