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RESUMO

A doenca de Chagas é causada pelo parasita intracelular Tripanosoma cruzi e, em sua
fase crbnica, pode levar os pacientes a desenvolverem as formas cardiaca, digestiva ou
cardiodigestiva. O megaesdfago chagasico é uma das complicagdes mais comuns da
forma digestiva da doenca, caracterizado por transtornos na motilidade e aumento do
diametro do es6fago. As principais alteracfes histoldgicas observadas sdo hiperplasia e
hipertrofia das tdnicas musculares, degeneracdo do sistema nervoso entérico (SNE),
acompanhadas do processo inflamatorio. Neste contexto, hipotetizamos que alteracdes
nas redes de células intersticiais de Cajal (ICC) e no numero de mastdcitos, células
importantes para motilidade do TGI, poderiam contribuir de alguma forma para o
desenvolvimento do megaes6fago chagasico. Assim, os objetivos deste estudo foram
analisar a distribuicdo das ICC e quantificar mastocitos triptase e mastocitos quimase
imunorreativos (IR) na tdnica muscular interna e na regido de plexo mioentérico do
esofago de pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de megaesdfago e
individuos ndo infectados, atraveés de técnicas de imunohistoquimica. Além disso,
propusemos verificar a existéncia de correlacdo entre estas células e a inervacdo da
camada muscular circular. Os resultados demonstraram que 0s pacientes chagasicos nao
portadores de megaes6fago apresentaram diminuicdo da densidade de ICC-c-kit-IR nas
camada muscular e aumento de mastdcitos triptase-IR e quimase-IR na camada
muscular e na regido de plexo mioentérico. Por outro lado, os pacientes chagasicos
portadores de megaesdfago apresentaram diminuicdo da densidade de ICC-c-kit-IR e
aumento apenas de mastocitos triptase-IR na camada muscular e no plexo mioentérico.
A correlacdo entre ICC-c-kit-IR e filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular se
mostrou positiva e parece preceder ao processo de desnervagdo, assim como entre a
densidade de ICC-c-kit-IR e mastocitos quimase-IR no plexo mioentérico. No entanto, a
correlacdo entre filetes nervosos PGP 9.5-IR e mastdcitos triptase-IR é inversamente
proporcional. Esses resultados sugerem que alteracdo do perfil entre mastocitos triptase
/ quimase-IR possa contribuir para diminuicdo da densidade de ICC-c-kit-IR e de filetes
nervosos PGP 9.5-IR, conduzindo ao megaes6fago chagasico.

Palavras chave: megaesdfago chagasico, células interticiais de Cajal, mastocitos
triptase-IR e mastocitos quimase-IR.



ABSTRACT

Chagas disease is caused by the intracellular parasite Trypanosoma cruzi. In the chronic
phase, some patients may develop symptoms with cardiac, digestive or cardiodigestive
involvement. Chagasic megaesophagus is one of the most common complications of the
digestive form of the disease characterized by disturbances in motility and increase of
the esophagus diameter. The main histological changes observed are hyperplasia and
hypertrophy of the tunica muscular and degeneration of the enteric nervous system
(ENS), associated with an inflammatory process. In this context, we hypothesized that
the interstitial cells of Cajal (ICC) and mast cells could contribute for the development
of the chagasic megaesophagus. The objectives of this study were to analyze the
distribution of ICC and the number of mast cells tryptase-immunoreactive (IR) and mast
cells chymase- IR in the muscle layers and myenteric plexus of the esophagus from
chagasic patients with and without megaesophagus and noninfected individuals, through
immunohistochemical techniques. Furthermore, we proposed to verify the correlation
between these cells and innervation of the muscle layers. The results demonstrated that
chagasic patients without megaesophagus presented a decrease of the ICC-c-kit- IR area
in the muscle layers and an increase in the number of tryptase-IR and chymase-IR mast
cells in the muscle layers and myenteric plexus. On the other hand, chagasic patients
with megaesophagus showed a decrease of the ICC-c-kit-IR area and an increase in the
number of mast cells tryptase-IR in the muscle layers and myenteric plexus. The
correlation between ICC-c-kit-IR and nerve fibers PGP 9.5-IR was positive in the
muscle layers, as well as, between ICC-c-kit-IR and mast cells chymase-IR in the
myenteric plexus. However, the correlation between nerve fibers PGP 9.5-IR and mast
cells tryptase-IR was negative. These results suggest that changes in the profile or the
number of mast cells tryptase-IR / chymase-IR might contribute to the decrease in the
ICC-c-kit-IR area and density of the nerve fibers PGP 9.5-IR, consequently leading to

the development of the chagasic megaesophagus.

Key words: chagasic megaesophagus, interstitial cells of Cajal, mast cells, tryptase and
chymase
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

Descoberta em 1909, na cidade mineira de Lassance, pelo pesquisador Carlos
Chagas, “O mal de Chagas”, ou tripanossomiase americana, é uma doenca endémica
causada pelo parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e transmitida por um inseto
conhecido no Brasil como barbeiro. Carlos Chagas observou, na época, que o barbeiro
se alojava nas frestas das paredes de barro (pau a pique) das casas da populacdo pobre.
Assim, o risco de contrair a doenca estava associado as precarias habitacdes nas areas
rurais. Conhecida mais tarde como “doenca de Chagas”, tal moléstia se tornou tema de
varias pesquisas, desde sua descoberta até os dias atuais, tanto no Brasil como no
exterior; sendo considerado um importante problema de saude publica, principalmente
no continente sul-americano (CHAGAS, 1909; KOBERLE, 1961; KOBERLE, 1963;
KOBERLE, 1968, KOBERLE, 1970; KROPF, 2005).

Estima-se que de 15 a 16 milhdes de pessoas estdo infectadas com T. cruzi na
América Latina, e essa doenca pode ser transmitida de véarias maneiras (COURA &
DIAS, 2009). Os principais mecanismos de infeccdo da doenga sdo: 1) através dos
vetores, na qual a contaminacao se da a partir da picada do inseto transmissor; 2) pela
via sanguinea ou transfusional; 3) por via oral, através da ingestdo de alimentos
contaminados; e 4) por via placentaria. Os mecanismos secundarios podem ser acidentes
laboratoriais ou transplantes de 6rgédos (COURA, 2007).

Na forma vetorial, apds o ato de sugar o sangue, 0 que ocorre na maioria das
vezes durante a noite, o inseto elimina fezes contaminadas com a forma tripomastigota
do parasita, préximo ao local da picada. Os tripomastigotas conseguem penetrar
ativamente através da mucosa, podendo entdo invadir varios tipos celulares do
hospedeiro, dentre elas: macrofagos, células da glia, adiposas, endoteliais, fibras
musculares lisas, estriadas esqueléticas e cardiacas, fibroblastos, células de Schwann e
neurdnios (KOBERLE, 1968; BRENER, 1982). Dentro das células, os parasitos
diferenciam-se em amastigotas, reproduzem-se e dao origem a novas formas
tripomastigotas, as quais retornam a circulagéo sistémica, reiniciando o ciclo. Durante o
rompimento das células infectadas, células do sistema imune sdo ativadas e citocinas
sdo liberadas para controlar o parasitismo, dando inicio & fase aguda da doenga de
Chagas. A presenca do parasito e as reagdes inflamatorias decorrentes da infeccéo
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causam destruigdo tecidual em diversos 6rgdos, levando a complicagBes da doenca
(KOBERLE, 1970; DIAS, 2001).

Os sintomas da fase aguda da doenca de Chagas consistem de febre,
adenomegalia e hepatoesplenomegalia. Os niveis de parasita no sangue e no tecido
geralmente sdo altos nesta fase. Alguns pacientes podem desenvolver miocardite,
meningoencefalite e/ou broncopneumonia, complicacdes que podem levar ao ébito. Em
outros pacientes, a fase aguda pode evoluir para a fase cronica, sendo esta assintomatica
(forma indeterminada), com resultados normais do eletrocardiograma e radiografia do
coracdo, esdfago e colon; ou sintomética, com comprometimento cardiaco, digestivo ou
cardiodigestivo (COURA, 2007).

A primeira suspeita da existéncia da forma digestiva da doenca de Chagas surgiu
em 1916, quando o proprio Carlos Chagas observou que, durante a infeccdo aguda,
alguns adultos exibiam uma acentuada disfagia, ou seja, dificuldade na degluticdo dos
alimentos, a qual se mantia na fase cronica e que foi denominada por ele de “Mal do
Engasgo” (CHAGAS, 1916). Ja na fase cronica, a forma digestiva da doenca de Chagas
destaca-se pela formacdo dos “megas”, caracterizados pelo aumento do didmetro da
parede do oOrgdo. O esdfago e o cdlon sdo, freqlientemente, as porcGes do trato
gastrointestinal (TGI) mais acometidas, originando o megaesdfago e megacdlon,
respectivamente (KOBERLE, 1961).

As manifestaces do megaesdéfago chagasico sdo similares as observadas na
acalasia idiopatica, como relaxamento parcial ou ausente do esfincter inferior do
esdfago, seja pela abertura antecipada ou retardada em relacdo a onda peristéltica, aliada
a uma dismotilidade do corpo esofagiano (aperistalse) e disfagia, seguida pela
regurgitacao, pirose e dor toracica (DANTAS, 2003).

Exames clinicos e radioldgicos sdo utilizados para realizar o diagnéstico da
forma digestiva da doenga de Chagas. O exame radiol6gico permite observar retencao
do meio de contraste no esdfago, incoordenacdo no transito, afilamento regular da
transicdo esofagogastrica e dilatacdo do 6rgdo. O esdfago pode apresentar diferentes
graus de envolvimento, que vao do mais leve distdrbio motor, detectavel apenas atraves
de exames especiais, até uma grande dilatacdo que caracteriza as formas mais avancadas
do megaesbfago chagasico (REZENDE et al., 1960). A literatura propde considerar a
presenca de megaesdfago em casos em que o Orgdo, permanentemente dilatado,

apresenta didmetro acima de 2,5cm (ADAD et al., 1991).
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Dentre as alteracBes histologicas observadas nos pacientes portadores de
megaesofago e megacolon, destacam-se 0 espessamento da parede do 6rgdo, em virtude
de acentuada hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares, em especial da camada
circular, geralmente acompanhadas de um processo inflamatério (PEREIRA, 1958). A
redugdo do numero de neurdnios nos plexos entéricos e de filetes nervosos nas camadas
musculares de pacientes chagasicos com megaes6fago, associados ou ndo ao processo
inflamatdrio, tem sido demonstrada em diversos trabalhos (KOBERLE 1968; ADAD et
al., 1991; DA SILVEIRA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2010). Utilizando um
marcador pan-neuronal, da Silveira e cols. (2007a) observaram intensa diminuicdo da
densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas musculares do cdlon de pacientes com e
sem megacolon. Ja os neur6nios dos plexos submucoso e mioentérico, da parede do
esdfago e cblon de pacientes com a forma digestiva, podem apresentar-se hipertrofiados
e/ou com sinais de degeneracdo (TAFURI et al., 1971). Assim, sdo observadas
inimeras alteracBes microscopicas no Sistema Nervoso Entérico (SNE), as quais
consistem em: ganglionite, periganglionite, neurite e peri-neurite, chegando muitas
vezes a destruicdo completa dos ganglios mioentéricos e fibrose. Acredita-se que tais
alteragdes sejam os principais fatores que levam aos transtornos de motilidade e
desenvolvimeto do megaesdfago e megacolon (ANDRADE & ANDRADE, 1966;
OLIVEIRA et al., 1998).

Em 1968, Koberle ja descrevia a intensidade da desnervacdo como um fator
indispensavel para a formacdo do megaes6fago ou megacolon. Em contrapartida, Adad
e cols. (1991) observaram intensa desnervacdo no esdfago de pacientes chagasicos
portadores e ndo portadores de megaesdfago, mas estes Ultimos ndo desenvolveram a
doenca mesmo apresentando desnervacdo. Assim, a heterogeneidade neuronal
observada nos pacientes chagasicos que ndo desenvolveram o megaesdfago poderia
levantar a possibilidade de outras causas na génese da doenca, além do processo
degenerativo neuronal.

Diante disso, da Silveira e cols. iniciaram a caracterizacdo imunohistoquimica
do SNE em pacientes chagésicos, com o objetivo de avaliar a associa¢do da doenca com
a possivel destruicdo seletiva de classes neuronais (DA SILVEIRA et al., 2007b). Seus
resultados apontaram para uma destruicao preferencial de neurénios motores inibitorios
dos plexos submucoso e mioentérico nos pacientes portadores de megacolon. Os
neurdnios imunorreativos ao peptideo intestinal vasoativo (VIP-IR) e a sintase de 6xido
nitrico (NOS-IR) foram preferencialmente destruidos pelo T.cruzi e/ou processo
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inflamatorio nesses pacientes. Entretanto, ainda nao foi investigado se ocorre destruicdo
preferencial de neurdnios inibitérios no desenvolvimento do megaesdfago chagasico.

A degeneracdo dos ganglios do SNE, aparentemente tem seu inicio na fase
aguda e persiste até a fase cronica da doengca (ANDRADE &ANDRADE, 1996;
KOBERLE, 1968; ANDRADE & ANDRADE, 1969). Esse processo poderia ocorrer
em funcdo da parasitemia que é alta na fase aguda, e mesmo sabendo-se que decai
drasticamente a nivel plasmatico na fase cronica, o KDNA do parasita pode ser
detectado nas musculares do esdfago de pacientes chagasicos portadores e ndo
portadores de megaesofago, o qual poderia contribuir para a manutencdo do processo
inflamatdrio (Da SILVEIRA et al.,2005).

Deste modo, as alteracbes no SNE descritas acima podem ocorrer, a0 menos em
parte, em decorréncia do processo inflamatério. Analises de porgcbes do esdfago de
pacientes chagasicos cronicos, portadores e ndo portadores de megaes6fago
demonstraram que o perfil inflamatorio é composto por linfécitos T, linfdcitos B,
eosinofilos, macrofagos e mastocitos, diferenciando apenas na sua intensidade. As
células Natural Killers e linfécitos citotoxicos TIA-1-IR (antigeno intracelular de célula
T), também foram descritos e sdo conhecidos por induzir apoptose em células infectadas
e cancerigenas (D"AVILA REIS et al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005). Assim, a
participacdo do processo inflamatorio comparece como um dos fatores responsaveis
pelas lesdes no SNE na fase cronica da doenca de Chagas o que ocasiona as alteracdes

peristalticas.

1.2 Células Intersticiais de Cajal

Alem dos neurdnios do SNE, outras celulas, como as Células Intersticiais de
Cajal (ICC), contribuem para a atividade motora peristaltica (FARRUGIA, 2008). As
ICC foram descritas em 1911 por Santiago Ramon & Cajal, através de técnicas
histoquimicas utilizando azul de metileno e coloragéo pela prata. Estas células mostram-
se sobrepostas a diversas outras células, incluindo neurdnios entéricos, células do
sistema imune e células do musculo liso (HUIZINGA et al., 2009).

As caracteristicas morfoldgicas e o padréo de distribuicdo das ICC dependem da
localizacdo anatémica. A forma e o arranjo apresentados pelas ICC variam, dependendo
se elas estdo localizadas na regido de plexos nervosos ou nas camadas musculares

(KOMURO, 2006). Nas tanicas musculares, podem ser encontrados pequenos corpos de
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células ovoides ramificadas, com regido nuclear proeminente, bipolares ou multipolares,
as quais se associam entre si para formar uma rede complexa (JESSEN &
THUNEBERG, 1991). No esodfago, as ICC sdo mais numerosas no esfincter inferior do
6rgdo e muito raras na por¢do gastrica, ou seja, porcao distal do esfincter inferior do
esofago (FAUSSONE-PELLEGRINI & CORTESINI , 1985).

As ICC expressam c-Kit, que é um receptor de superficie tirosina quinase. C-Kit
é 0 produto de um proto-oncogene que regula o desenvolvimento e diferenciacdo de
células progenitoras das linhagens de melandcitos, células germinativas e
hematopoéticas (WARD et al., 1994). O desenvolvimento e a sobrevivéncia de ICC
dependem da ativacéo celular mediada pela ligacdo de c-Kit ao fator de crescimento de
células tronco (stem cell factor — SCF) (FOX et al., 2002). Sabe-se que SCF pode estar
sob a forma solGvel ou preso a membrana das células produtoras, através de um
dominio transmembrana. Assim, a ativagdo celular via c-Kit & mediada pela interagdo
com outras células no ambiente que expressam SCF. Nesse contexto, destacam-se as
células musculares lisas, neurdnios e mastdcitos, as quais produzem SCF e estdo em
contato estreito com as ICC. O SCF soluvel parece ndo sustentar a sinalizagéo via c-Kit,
sendo que o acoplamento entre as células, observado com SCF preso a membrana
celular parece ser mais eficiente para a ativacao celular (ZSEBO et al., 1990).

A importancia da expressdo de c-Kit no desenvolvimento das ICC foi descrita
por Maeda e cols. (1992), os quais demonstraram que o bloqueio deste receptor em
camundongos BALB/c neonatos conduziu a reducdo do nimero de ICC e, segundo
esses autores, por consequéncia a falta dessas células, ocorreu uma anomalia severa do
movimento intestinal com formacéo de ileo paralitico e dilatacdo da porcao proximal do
intestino delgado. A partir desses dados, os autores evidenciaram a importancia da
expressao de c-Kit para o desenvolvimento e manutencgéo de ICC e, conseqiientemente a
importancia destas células para o desenvolvimento intestinal normal. Mais tarde, Takaki
(2003) realizando experimentos utilizando camundongos mutantes W/W", os quais
expressam o receptor Kit em baixa afinidade, observou a presenca de ICC-
intramuscular (ICC-IM) no jejuno e ileo, mas ndo na regido de plexo mioentérico,
assim, esses experimentos demonstraram que c-Kit parece ser fator indispensavel a
sobrevivéncia de todas de algumas, mas nao todas as classes de ICC (TAKAKI, 2003).

As ICC participam do controle da motilidade do TGI. Essas células associadas
ao SNE geram e propagam “ondas lentas”, espontaneamente, para as camadas
musculares, constituindo o que é chamado por sistema de marcapasso (HUIZINGA et
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al., 2009). A atividade de marcapasso controla o potencial de membrana da célula
muscular lisa, pois aumenta a possibilidade de abertura dos canais de Ca®* e de iniciar o
potencial de acdo nessas células. Deste modo, a onda de despolarizacdo gerada se
propaga nas camadas do mdsculo liso, resultando em excitabilidade muscular
(MAZZONE & FARRUGIA, 2007). Assim, sob condicGes de estimulo tais como uma
refeicdo, distensdo e/ou excitacdo neural, a ativacdo peristaltica tem inicio. As ondas de
contracdo possuem ritmidade, freqliiéncia e amplitude de contracdo, as quais sdo
determinadas pela atividade elétrica de ondas lentas, geradas e propagadas por ICC a
musculatura lisa (SANDERS et al., 2000).

O mecanismo celular envolvido na atividade esponténea ainda é controverso.
Tem sido descrito que a atividade elétrica de marcapasso muscular tem inicio através de
correntes internas no citoplasma de ICC. Isso se deve a alteragdes em canais i6nicos,
seguido de despolarizacdo da membrana plasmatica. A condutancia responsavel por tais
ondas de marcapasso € seletiva a canais de cloro, os quais sdo ativados por canais de
calcio (Ca?*), com possivel participacdo de fons de potassio, acionados por um processo
dependente de voltagem. A corrente interna iniciada por despolarizacao nas ICC parece
ser dependente de Ca®*. Sendo assim, a entrada de Ca?* e, eventualmente, liberagdo de
Ca’* dos estoques intracelulares, pode ser o sinal que ativa a grande corrente interna nas
ICC (ZHU et al., 2009). Tais ondas elétricas governam fases de atividade contrativa ou
de repouso na célula muscular lisa e as redes formadas pelas ICC fornecem vias
necessarias para propagacdo nas musculares de modo indispensdvel a peristalse
(MAZZONE & FARRUGIA, 2007).

Assim, o termo “ondas lentas” faz referéncia ao ciclo de despolarizagdo e
repolarizacdo induzido na célula muscular lisa. As ICC contribuem também para a
manutencdo do potencial de repouso negativo, no periodo entre a formacao de uma onda
lenta e outra, o qual assegura uma fase de relaxamento entre as contragdes, permitindo
assim a mistura e movimento do bolo alimentar no TGI. Essa funcdo também impede
que outras vias, como de neurotransmissores excitatorios, gerem correntes internas,
levando a contracdo do 6rgdo neste periodo (SANDERS et al., 1999). Portanto, a
atividade elétrica espontanea através de ICC é uma importante via de ativacdo do
musculo liso do TGI, mas ndo é a unica e ocorre sobreposta a impulsos regulatorios
nervosos, hormonais e paracrinos (SANDERS, 2000).

A fim de elucidar a participacdo de ICC na eletrofisiologia do TGI, diversos

estudos in vivo e in vitro tem sido realizados. Em observacgdes no ileo de camundongos
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selvagens, a atividade elétrica é tipicamente consistente com o ritmo de ondas lentas,
sobrepostas a potenciais de agdo, com contragdes sincronizadas das camadas
musculares. Entretanto, em camundongos mutantes W/W', em que a atividade de
marcapasso intestinal foi totalmente depletada, devido ao fato de que estes animais nédo
apresentam ICC na regido mioentérico, a atividade elétrica de ondas lentas ndo foi
detectada, dai o ritmo de ondas elétricas e a atividade de contracdo mostraram-se
irregulares, apresentando potenciais de acdo sobrepostos e intermitentes, associados a
periodos quiecentes nesses animais (MATSUYOSHI et al., 2010). As ICC em cultura,
isoladas do intestino delgado de camundongos, apresentam-se ritmicamente ativas,
produzindo ondas lentas e despolarizagdes regulares com propriedades semelhantes as
ondas lentas em tecidos intactos (KOH et al., 1998).

Além da atividade de marcapasso, tem sido descrito na literatura que as ICC
poderiam mediar alguns tipos de neurotransmissdo entre neurdnios entéricos e as células
musculares lisas gastrointestinais. Ou seja, a ICC seria a primeira a receber o impulso
nervoso e posteriormente estimular a célula muscular lisa. Nesse sentido, destacam-se
basicamente duas vias pelas quais nervos entéricos regulam a atividade muscular, uma
por contato direto com a célula muscular lisa e outra através de ICC (MAZZONE &
FARRUGIA, 2007). A idéia de que ICC poderiam mediar a neurotransmissdo enterica é
sustentada, em parte, pela observacéo de que essas células apresentam-se “intercaladas”
entre a musculatura lisa do TGI. As ICC se encontram fisicamente interpostas entre
varicoses de terminais nervosos e fibras musculares lisas adjacentes. Assim, as ICC
estabelecem contatos “sinapticos” (synapse-like) com neurénios de um lado e formam
juncbes comunicantes com as células musculares lisas do outro e, ainda entre uma ICC
e outra, o qual facilitaria a neurotransmissdao (BECKETT et al., 2005; SANDERS &
WARD, 2006). Além disso, tem sido observado nas camadas musculares do intestino de
cobaias o intervalo de 20 e 25nm entre as ICC e as varicoses de neurdnios NOS e
substancia P imunorreativos, demonstrando que o contato espacial estreito entre ICC e
fibras neuronais, poderia facilitar a possivel neurotransmissdo por ICC (WANG et al,
1999).

A atividade das ICC ¢ influenciada por neurénios motores do SNE, colinérgicos
ou nitrérgicos, através da liberacdo de neurotransmissores (TORIHASHI et al., 1999a).
Assim, as ICC parecem possuir maquinaria para receber informacgdes neuroquimicas.
Isoladas e/ou em cultura, ICC da regido de plexo mioentérico do intestino delgado e da

camada muscular do fundo géstrico de camundongos, expressam alguns receptores,
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dentre eles muscarinicos (M1 e M3), para neurocininas (NK1 e NK3) e receptor
inibitério VIP-1 (EPPERSON et al., 2000). As ICC do plexo mioentérico no intestino
de camundongos internalizam o receptor NK1 apds exposicdo a substancia P exdgena,
assim como neur6nios entéricos e células musculares lisas (IINO et al., 2004). A
substancia P ativa as ICC, aumentando a probabilidade de abertura de canais i0nicos
ndo seletivos nestas células, sugerindo que as ICC participem da comunicacdo entre 0s
componentes do SNE (EPPERSON et al., 2000).

Segundo Ward, (2000) as ICC atuam como um elo fundamental na
neurotransmissao inibitoria entérica e o autor descreve o mecanismo de a¢do mediado
por ICC:

“Quando os neurotransmissores sdo liberados por neurénios entéricos, ligam-se

principalmente aos receptores expressos por ICC. A ativacdo (despolarizagéo ou

hiperpolarizacdo) da célula muscular lisa vizinha, ocorre por conducéo,
excitatdria ou inibitdria, do potencial de acdo ao longo de jun¢des comunicantes
entre ICC e células musculares lisas. Assim, os terminais de motoneuronios
entéricos, ICC e células musculares lisas formam unidades funcionais, o qual
libera o neurotransmissor, medeia e traduz impulsos nervosos em respostas

mecanicas (WARD, 2000)".

A literatura descreve varios trabalhos, os quais sugerem que as ICC participem
da neurotransmissdo dependente de NO (BURNS et al., 1996; WARD et al., 1998;
FARRE et al., 2007; LINO et al., 2009). Essa idéia é pautada em experimentos em que
a delecdo de ICC nas musculares de camundongos mutantes W/W" foi associada &
diminuicdo da resposta inibitoria por neurdnios dependentes de NO, comprometendo a
hiperpolarizacdo e consequente relaxamento da célula muscular lisa. As ICC
expressam seletivamente 0s canais de ions e sistemas de segundos mensageiros, que sdo
necessarios para a transducao de sinais de NO liberado por neur6nios nitrérgicos, e que
poderiam ativar vias inibitorias em células pés-juncionais (BURNS et al., 1996; WARD
et al., 1998; FARRE et al., 2007). Além disso, baseado em experimentos em cultura, 0s
autores sugerem que NO derivado de neurénios nNOS-IR desencadeia importante papel
na sobrevivéncia de ICC, atuando como molécula citoprotetora. O tratamento com
doadores de NO promove o aumento do nimero de ICC, enquanto que o tratamento
com inibidores do NO leva a diminui¢do destas células (CHOI et al., 2007).

Entretanto, segundo alguns autores as evidéncias do papel de ICC na

neurotransmisao sao indiretas e circunstanciais. O fato das ICC possuirem receptores e
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vias de sinalizacdo intracelular para neurotransmissores entéricos, representa apenas que
as ICC respondem ao SNE, mas ndo quer dizer que estas celulas sdo reponsaveis por
traduzir sinais neuronais para células musculares lisas e ndo provam que ICC medeiam
a neurotransmissao (GOYAL & CHAUDHURY, 2010).

Além do contato fisico direto das ICC com neurdnios entéricos, as ICC células
interagem fisicamente também com varias células do sistema imune. O contato fisico
estreito entre ICC, mastdcitos e macrdéfagos foi observado na camada muscular externa
intestinal de roedores (WANG et al., 2007). E possivel que essa interagio além de
espacial possa ser funcional (FAUSSONE-PELLEGRINI, 2009; MIKKELSEN, et al.,
2010). Sabe-se que os mastdcitos produzem fatores de crescimento e de sobrevivéncia,
como SCF e IL-9, os quais interagem via c-Kit com as ICC. A resposta de ICC sob o
estimulo de IL-9 foi testada em cultura. Essa interleucina induz a proliferacdo e a
manutencdo das redes de ICC; além disso, de maneira dose-dependente, promove
aumento e estabilizacdo da frequéncia da atividade de contracdo espontanea de ICC (YE
et al., 2006). Em algumas condicbes patoldgicas foi observada a correlagdo positiva
entre densidade de ICC e o nimero de mastécitos (ZARATE et al., 2006). Dai, os
autores sugerem que 0s mastdcitos e outras celulas imunes, possam secretar fatores de
crescimento, 0s quais promovam a sobrevivéncia de ICC em doengas humanas (YE et
al., 2006; ZARATE et al., 2006).

A reducdo do numero de ICC ou lesdes na rede formada por estas células tem
sido descrita em quase todas as perturbacdes da motilidade do TGI, do es6fago ao reto.
Existem evidéncias significativas para o envolvimento de ICC na fisiopatologia da
gastroparesia, doenca de Hirschsprung, constipacdo, acalasia, desordens inflamatorias
intestinais e doenca de Chagas. Todas essas condi¢fes apresentam anormalidades da
atividade motora levando a insuficiéncia de transito local e varios sintomas
(HUIZINGA et al., 2009). A diminuicdo na densidade de ICC leva a anormalidade na
formacéo das ondas elétricas lentas, causando uma contratilidade diminuida das células
musculares lisas, que por sua vez resultaria em diminuicdo no transito intestinal
(ROLLE et al., 2002).

Na gastroparesia é observado diminuicdo de ICC quando sdo comparados
individuos saudaveis e doentes (LIN, et al., 2009). Em doencas congénitas como a
atresia do es6fago congénito e atresia do intestino delgado, em que ocorre estreitamento
de parte do 6rgdo, foi observado, em recém-nascidos, além de baixa densidade de redes

de ICC nas camadas musculares e plexo mioentérico, uma imaturidade na morfologia da
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ICC nas regides proximais e distais do 6rgdo atrésico (GFROERER et al., 2010;
MIDRIO et al., 2010). Do mesmo modo, na acalasia idiopatica, é observada reducao
severa a auséncia completa de células c-Kit-IR, associada a morte de neurdnios
nitrérgicos (N-NOS-IR) do plexo mioentérico, no esfincter inferior esofagico (ZARATE
et al., 2006). A correlacdo entre a densidade de ICC-c-Kit e a inervagdo nitrérgica
demonstrou-se diminuida em 60 a 72% dos pacientes com acalasia submetidos a
bidpsias esofagicas. Portanto, 0s autores sugerem que o esgotamento das redes de ICC e
neurdnios inibitorios na acalésia levariam a possiveis alteracdes na atividade elétrica das
células musculares lisas, as quais poderiam ser responsaveis pela falta de relaxamento
do esfincter inferior do es6fago (GOCKEL et al., 2008).

Do mesmo modo, na doenca de Chagas, foi observada diminuicdo de ICC nas
camadas musculares e no plexo mioentérico de pacientes com megaeséfago (DE LIMA
et al., 2008) e megacolon (HAGGER et al., 2000; GERALDINO et al., 2006) em
relacdo aos individuos ndo chagéasicos. Além disso, sdo observadas alteracfes anatomo-
patoldgicas muito similares a acalasia idiopatica, também no megaesofago chagasico
como reacdo inflamatdria intensa, com participacdo de mastocitos e perda de neurdnios
entéricos e, como anteriormente descrito, perda de ICC (DA SILVEIRA et al., 2005;
ZARATE et al., 2006; DE LIMA et al., 2008).

1.3 Mastdcitos

A interagdo dindmica entre diferentes sistemas celulares como, ICC, neurdnios,
células musculares lisas e células imunes determinam o comportamento fisiopatologico
no TGl (VAN NASSAUW et al., 2007). Deste modo, além das ICC, os mastocitos
também sdo objeto de interesse deste trabalho, pois as células interagem entre si e
ambas com neurdnios do SNE, os quais sdo importantes alvos de estudo na patologia do
megaesofago chagasico.

Os mastocitos originam-se de células pluripotentes CD34" presentes na medula
Ossea vermelha. Seus precursores sdo encaminhados aos diversos tecidos, onde se
diferenciam e amadurecem. Estas células adotam um fenétipo determinado pelo seu
microambiente e ndo pré-determinado no local de origem (RODEWALD et al., 1996).
Uma vez nos tecidos, os mastocitos sofrem influéncia de fatores de crescimento e
citocinas. Essas moléculas sdo importantes na regulacdo dos mesmos, pois promovem o

desenvolvimento dos estagios progenitores até a diferenciacdo completa, mantém a
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sobrevivéncia e regulam a liberagdo de seus mediadores. O principal fator de
crescimento descrito na literatura para mastécitos € o SCF, o qual ao se ligar ao c-kit
expresso em mastdcitos humanos e de roedores, propicia a diferenciacdo celular. SCF
também promove a adesdo dos mastocitos as proteinas da matriz extracelular
(OKAYAMA & KAWAKAMI, 2006).

A morfologia tipica dos mastocitos nos tecidos € caracterizada por celulas
relativamente grandes, fusiformes, poligonais ou ovais. O nucleo € basofilico,
levemente excéntrico e relativamente grande. Apresentam citoplasma bem corado pela
presenca de granulos no seu interior, que ocupam de 50 a 55% do espaco interno e séo
importantes para diferenciar os mastocitos das demais células, pois sdo metacromaticos
quando apropriadamente corados (YONG, 1997). Devido aos seus granulos, os
mastdcitos possuem muitas func@es fisioldgicas e patoldgicas no TGI. Tais estruturas
armazenam inimeras substancias biologicamente ativas, as quais determinam a funcéo
dos mastdcitos quando liberadas. Assim, em condi¢fes normais, 0s mastdcitos
representam 2-3% de células da lamina prépria do TGI, mas frente a alteracGes locais
ou sistémicas, tornam-se ativados e podem aumentar muito em ndmero (BISCHOFF,
2009).

Dentre as funcbes dos mastocitos destacam-se a interferéncia na biologia de
células epiteliais e endoteliais, fibroblastos ,células musculares lisas, neurdnios e células
T reguladoras. Assim, eles participam do controle do fluxo do sangue e da coagulacao,
contragdo do musculo liso e peristaltismo, secrecdo de acidos, eletrolitos e muco das
células epiteliais e, ainda, de processos inflamatoérios. Além de mediar reacdes alérgicas,
0s mastocitos tomam parte da homeostase do tecido, pois seus mediadores regulam o
tecido local e os processos de cicatrizacdo de feridas. Estes mediadores podem ativar a
resposta imune inata ou interagir com o sistema imune adaptativo ou, ainda, induzir e
regular a inflamacéo atraindo granuldcitos e linfécitos para o local (GALLI et al., 2008;
BISCHOFF, 2009).

Grande variedade de moléculas biologicamente ativas dos mastocitos, como a
histamina, heparina, triptase e quimase, podem ser liberadas como mediadores pré-
formados, armazenados em seus granulos. Outras s@o sintetizadas e liberadas no
momento da ativacdo do mastocito, incluindo mediadores lipidicos e citocinas. Alguns
mediadores liberados pelos mastocitos sdo: o fator de necrose tumoral (TNF-a);
leucotrienos (LTB4, envolvido no recrutamento de neutréfilos); interleucinas (IL-5, atua
no recrutamento de eosinofilos) e quimiocinas (BISCHOFF, 2009). Além desses, outros
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mediadores, como serotonina foram observados em ratos e camundongos (METCALFE,
1997), e em humanos com colite ulcerativa (STOYANOVA, 2002).

O fenotipo dos mastdcitos é principalmente determinado pelo seu perfil de
proteases. Os mastdcitos humanos podem conter em seus granulos as proteases triptase
e quimase simultaneamente, sendo encontrados principalmente no tecido conjuntivo da
pele e submucosa intestinal. Em contrapartida, existem mastdcitos que s@o ricos em
triptase e relativamente deficientes em quimase, o0s quais se localizam
predominantemente nas superficies da lamina propria (IRANI et al., 1989). H& ainda
um terceiro fendtipo de mastocitos, que contém apenas quimase, detectado
recentemente por dupla marcagdo em imunofluorescéncia (YU et al., 2009).

As proteases triptase e quimase podem possuir acdes similares ou diferenciadas.
Ambas possuem acdes pro-inflamatdrias tais como: degradacdo direta e indireta da
matriz extracelular; recrutamento de neutréfilos e eosindfilos e proliferacdo de
fibroblastos. As duas também possuem acdo protetora ao participar da resposta imune
inata, sendo a primeira linha de defesa para o clearance de parasitas (PEJLER et al.,
2010).

Estudos in vitro tém demonstrado que tanto a triptase como quimase possuem a
capacidade de clivar neuropeptideos. A triptase, ao ser liberada pelos mastécitos, cliva o
neuropetideo VIP, o qual tem sido descrito atuar como neuroprotetor e possuir acao
antiinflamatodria, além de estimular o relaxamento da musculatura lisa. No entanto, a
quimase cliva também, além de VIP, a substdncia P, cuja acdo é excitatoria e pro-
inflamatoria. Assim, a acdo dessas proteases degradando VIP e substancia P, poderiam
limitar a acdo desses neuropeptideos e mediar o microambiente inflamatério
(CAUGHEY et al., 1987). Além disso, a triptase também cliva outros substratos
extracelulares, dentre eles, colageno tipo IV, imunoglobulina do tipo E (IgE) e
fibronectina (HEUTINCK et al., 2010).

A triptase se liga ao receptor ativador de protease (PAR-2), o qual esta presente
em diversas células, tais como, células musculares lisas, endoteliais, neurénios,
fibroblastos e mastdcitos. Sugere-se que a ativagdo de PAR-2, via triptase, possua
diversas ac¢Ges, dependendo da célula estimulada. Em fibroblastos, a ativacdo de PAR-2
via triptase poderia conduzir a sintese de colageno tipo | e participar do
desenvolvimento de fibrose (FRUNGIERI et al., 2002). Entretanto, em neurdnios
cultivados em presenca de mastdcitos, a ativacdo de PAR-2 pela triptase induziu a morte
neuronal (SAND et al., 2009).
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Do mesmo modo, quimase também possui a¢fes exclusivas. Ela esta envolvida
na manutencdo da barreira intestinal, pois promove a degradacdo de juncdes celulares
para aumentar a permeabilidade de membrana. Cliva formas inativas de moléculas
inflamatdrias, ativando-as, como citocinas e quimiocinas IL-1, IL-18, CCL6 e CCL9
(LAKHAN & KIRCHGESSNER, 2010; PEJLER et al., 2010). Em adicdo, quimase
constitui uma importante via alternativa na producdo de angiotensina nos tecidos, pois
cliva angiotensina | em angiotensina 1l (RESENDE & MILL, 2002). Segundo Andoh
(2006), a angiotensina induzida por quimase, poderia estimular a proliferacédo e
diferenciacdo de fibroblastos e secrecdo de matriz extracelular.

Independentemente do seu fendtipo, os mastdcitos apresentam-se em constante
interacdo com outras células. Existe uma comunicacdo entre mastécitos com SNE e
mastocitos com células do sistema imune, que se da através dos inUmeros mediadores
secretados por essa populagdo. Por meio da sinalizacdo parécrina através da histamina,
proteases, mediadores lipidicos e moléculas de adesdo, ocorre a transferéncia da
informacdo quimica para as redes nervosas do SNE. Do mesmo modo, 0s mastdcitos
apresentam receptores para citocinas secretadas por células do sistema imune, bem
como receptores para neuromediadores do SNE (JACOB et al., 2005).

Os mastécitos desempenham ainda um importante papel na comunicacdo
funcional entre SNE e o SNC, uma vez que fatores psicoldgicos ativam vias nervosas
que podem afetar direta ou indiretamente mastocitos da mucosa. Assim, sob condicdes
de estresse, pode ocorrer 0o aumento do numero dessas células (mastocitose) ou
simplesmente 0 aumento da intensidade de desgranulacdo (JACOB et al., 2005;
LAKHAN & KIRCHGESSNER, 2010).

Segundo Bischoff (2009), ainda nao se sabe se 0s mastdcitos contribuem para a
regulacdo da peristalse intestinal em condi¢Ges normais. Contudo, existe uma via de
sinalizacdo entre mastocitos e fibras nervosas extrinsecas do (SNA), tais como as
terminacOes nervosas dos neurdnios aferentes, vago e espinhal, que possuem receptores
para mediadores dos mastdcitos. Essa via, quando ativada, conduz a dor viceral e
reflexos extrinsecos contribuindo para o distirbio motor e secretério intestinal
(LAKHAN & KIRCHGESSNER, 2010).

Quando mastocitos interagem com anticorpos do tipo IgE ou 1gG presos em sua
superficie e antigenos intestinais locais enddgenos ou ndo, eles tornam-se sensibilizados
e induzem mudancgas intestinais através do SNE. Uma bactéria patogénica, por exemplo,

ird induzir uma série de reacGes, as quais promoverdo a ativacdo de mastocitos e
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conseqiientemente do SNE, pois este sistema interpreta os sinais dos mastdcitos como
uma ameaga. Assim, o SNE promove respostas protetoras como o comportamento
motor de propulsdo e secrecdo para eliminar a ameaca de forma rapida e eficaz, mas se
da a custa de sintomas que incluem dor abdominal e diarréia (DEMAUDE et al., 2006).

Na Sindrome do Intestino Irritdvel (SII), os pacientes apresentam aumento no
numero de mastocitos na mucosa do cdlon. A desgranulacdo dos matdcitos € intensa,
com liberacdo principalmente de histamina e triptase. Tais mediadores celulares séo
conhecidos por alterar a fisiologia do SNE e induzir uma hipersensibilidade visceral. A
gravidade e frequéncia de percepcao dolorosa foram correlacionadas com a presenca de
mastocitos ativados em proximidade a terminaces nervosas na parede do intestino,
sugerindo que esses mediadores contribuam para a funcdo sensorio-motora que se
apresenta perturbada na SIl (BARBARA et al., 2004). Foi descrito também o aumento
na secrecdo de interferon gama (IFN-gama) pelos mastocitos em pacientes com SllI, o
qual se relaciona a disfuncdes e colicas intestinais (BISCHOFF, 2009). Ja na colite
ulcerativa, 0os mastocitos apresentaram-se triptase/substancia P/serotonina-IR. Nesses
pacientes, esse fenotipo de mastdcitos foi encontrado em quantidades mais elevadas do
que nas amostras controle, em estreita aposicdo a ldamina basal das glandulas entre as
celulas epiteliais e outras camadas da parede do intestino (STOYANOVA, 2002).

Na doenca de Crohn foi observada intensa area de inflamacdo com inimeros
mastocitos. Além disso, esses pacientes apresentaram, também, diminuicdo na
densidade de ICC. Os mastdcitos apresentavam-se em contato direto, membrana a
membrana, com ICC, exibindo desgranulacdo, observada ao microscépio eletrénico.
Como anteriormente descrito, sugere-se que tal associacdo promova a manutencao das
redes de ICC, pela producdo de SFC pelos mastocitos nesses pacientes (WANG et
al.,2007). Contudo, os mastdcitos possuem inimeras agdes teciduais, tanto anti como
pré-inflamatorias. Assim, a liberacdo de mediadores antiinflamatérios pode levar a
remodelacdo dos tecidos e a homeostase. Entretanto, os mediadores pro-inflamatorios
podem resultar em danos ao tecido, bem como na rede de ICC inserida nele. Assim, a
relacdo entre mastdcitos e ICC ainda € pobremente entendida (MIKKELSEN, 2010).

Os primeiros trabalhos na literatura sobre a participacdo dos mastocitos na
doenca de Chagas, realizados por Lima Pereira, datam de 1972. Esse autor verificou o
aumento na quantidade de mastocitos na camada muscular do es6fago em pacientes
chagésicos cronicos e correlacionou a mastocitose a areas com aumento de colégeno

intersticial, sugerindo assim, a participacdo dos mastdcitos no processo de fibrinogénese
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(LIMA PEREIRA, 1972). Trabalhos mais recentes como de Pinheiro e cols. (2008)
descreveram que o esdfago apresenta normalmente um maior nimero de mastocitos
quando comparado ao cOlon, porém ndo foi observado aumento do numero de
mastdcitos em pacientes chagasicos portadores de megaesdfago e megacdlon em relagao
aos individuos ndo infectados. Os autores sugerem que a diferenca estrutural dos 6rgédos
guanto ao numero de mastocitos poderia amplificar a resposta inflamatoria.

O megacdlon chagasico é marcado por uma seqléncia continua de danos
celulares, nas quais existe ativa participacdo, além de mastdcitos, dos eosindfilos e
macrdfagos. Atividade destas celulas mostrou correlagdo direta com a densidade da
fibrose nas alteracdes do colon (DA SILVEIRA et al., 2007). A fibrose de substituicao e
fibrose intersticial foi observada com maior freqiiéncia no grupo chagasico com
megaes6fago e megacdlon em relagdo aos chagasicos que ndo desenvolveram o0 mega
(PINHEIRO et al., 2008). Contudo, ainda ndo foi descrito na literatura a participacao
dos diferentes fendtipos de mastdcitos no microambiente inflamatério observado no
megaesofago chagasico, bem como a relacéo entre estas células, neurénios e as ICC no

desenvolvimento do megaeséfago.
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2. JUSTIFICATIVA

As ICC e os mastocitos sdo células que participam da fisiologia do TGI. As
primeiras atuam como células de marcapasso, as quais contribuem para a atividade
motora peristéltica. Ja 0s mastocitos atuam como mediadores da comunicagdo entre
SNE e sistema imune (MAZZONE & FARRUGIA, 2007). Além disso, ICC e
mastocitos estabelecem intimo contato espacial, associadas a neurénios entéricos nas
camadas musculares (ZARATE et al., 2006; WANG et al., 2007). Assim, 0s mastocitos
se comunicam com ICC através da liberacdo de fatores de crescimento e citocinas
(IINO et al., 2009) e com SNE, pois possuem receptores para neurotransmissores e
secretam neuromediadores (KULKA et al., 2008; SAND et al., 2009). Desse modo, a
interagdo dindmica entre estas células, neurdnios e células musculares lisas determinam
o comportamento fisiopatolégico do TGl (VAN NASSAUW et al., 2007).

Em diversas condi¢Oes patologicas caracterizadas por disturbios da motilidade
observam-se alteracdes nas redes de ICC e/ou no fendtipo dessas células, bem como o
aumento do numero de mastdcitos, 0s quais podem ou ndo estar associados a processos
degenerativos do SNE (ZARATE et al., 2006; WANG et al., 2007; GOCKEL et al.,
2008; LIN et al., 2009; MOSTAFA et al, 2010; GFROERER et al., 2010; MIDRIO et
al., 2010). Na forma digestiva da doenca de chagas, as lesdes no SNE comparecem
como um importante fator responsavel pelas alteracGes peristalticas e aumento do
didmetro do 6rgdo, observado no megaesdfago e megacdlon chagasicos (KOBERLE
1968; ADAD et al., 1991). No entanto, ndo podemos deixar de considerar que outras
células envolvidas na fisiopatologia do TGI, como ICC e mastdcitos, juntamente com
neurdnios entéricos, possam de alguma forma contribuir para o desenvolvimento do
“mega” chagasico.

Neste contexto, alguns trabalhos demonstraram diminui¢éo na densidade de ICC
em pacientes portadores de megaeséfago (DE LIMA et al., 2008) e megacolon
(HAGGER et al., 2000; GERALDINO et al., 2006), bem como aumento do nimero de
mastdcitos nestes pacientes, os quais correlacionavam ao desenvolvimento da doenca
(PINHEIRO et al., 2008). Entretanto, ainda nos questionamos se na génese do
megaesofago poderia estar implicada a diminui¢do das ICC, o aumento do nimero de
mastocitos ou ambas as condi¢Bes, as quais podem preceder ou ocorrerem
posteriormente ao processo de desnervacdo observado na patologia do megaeséfago
chagaésico.
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A participacdo dos mastdcitos no desenvolvimento do mega chagasico tem sido
sugerida em inimeros trabalhos (DE LIMA PEREIRA et al., 2007; DA SILVEIRA et
al., 2007a; PINHEIRO et al., 2003), os quais correlacionam a intensidade do processo
inflamatorio e fibrose a presenga de mastdcitos. No entanto, apenas 0 aumento do
nimero de mastdcitos ou mastocitose nesses pacientes nao reflete diretamente a acdo
destas células. Visto que inumeras fungbes as quais possam ser atribuidas aos
mastocitos se devam a complexidade de seus mediadores determinado por seu fenétipo
(METCALFE et al., 1997; BISCHOFF, 2009). Assim, torna-se importante caracterizar
a distribuicdo de mastdcitos triptase e/ou quimase-IR nas camadas musculares e plexo
mioentérico de individuos portadores e ndo portadores de megaeséfago chagasico.

Por isso, pretendemos neste trabalho caracterizar a distribuicdo de ICC e dos
mastdcitos triptase e quimase-IR na porg¢éo inferior do esdfago de pacientes chagésicos
portadores e ndo portadores de megaesdfago e individuos ndo infectados e correlacioné-
las com a densidade de filetes nervosos nas camadas musculares. Acreditamos que essas
células possam estar direta ou indiretamente envolvidas no desenvolvimento do

megaesofago chagasico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a distribuicdo das celulas intersticiais de Cajal e de mastocitos triptase-IR e

qguimase-IR no es6fago de pacientes chagasicos.

3.2 Objetivos especificos
Estudar na porcdo inferior do esdfago de pacientes chagasicos portadores e néo

portadores de megaes6fago e individuos ndo infectados os seguintes parametros:

a) A presenca de células intersticiais de Cajal c-kit imunorreativa (IR), na camada
muscular circular e no plexo mioentérico, através de técnica de imuno-
peroxidase indireta

b) A distribuicdo e quantificacdo de mastocitos corados por giemsa na camada
muscular circular e no plexo mioentérico.

c) A quantificacdo de mastdcitos triptase-IR e quimase-IR na camada muscular
circular e no plexo mioentérico através de técnica de imuno-peroxidase indireta.

d) Verificar a presenca de correlacao entre ICC-c-kit-IR e filetes nervosos PGP 9.5-
IR na camada muscular circular e no plexo mioentérico da por¢do inferior do
esofago.

e) Verificar a presenca de correlacdo entre ICC-c-kit-IR e mastocitos triptase-IR
e/ou quimase-IR na camada muscular circular e no plexo mioentérico da porcao
inferior do es6fago.

f) Verificar a presenca de correlagdo entre mastdcitos triptase-IR e/ou quimase-IR
e filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular circular e no plexo

mioentérico da porcdo inferior do eséfago.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

Nesse estudo foram utilizados tecidos de seis pacientes chagasicos portadores de
megaesofago em diferentes graus de desenvolvimento (CCM); de seis pacientes que ndo
desenvolveram megaeséfago (CSM) e de seis individuos ndo infectados representando o
grupo controle. Os tecidos foram coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital Escola
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pela Dra.
Sheila Adad.

Os pacientes foram incluidos no projeto, ap6s consentimento dos mesmos, pais
ou responsaveis. Os critérios para inclusdo foram: 1) participar do acompanhamento
médico do Hospital Escola; 2) ter saido da area endémica ha mais de 20 anos; 3) possuir
diagnostico positivo em duas das trés reagGes no sangue: fixagdo do complemento,
hemaglutinacdo e imunofluorecéncia indireta para T. cruzi; 4) possuir diagndstico
negativo para as mesmas reagdes em individuos controle. Os pacientes nunca receberam
qualquer tratamento especifico contra o parasito.

O grupo néo infectado foi composto de individuos com idade entre 62 + 20 anos
e 0 didmetro méximo do eséfago de 1.4 + 0.1 cm. Os pacientes chagasicos sem
megaesdfago ndo apresentaram previamente nenhum sintoma relacionado ao TGI. Este
grupo tem em média 55 £ 11 anos de idade e diametro méaximo do eséfago de 1.4 + 0.2
cm. Pacientes chagasicos com megaesdfago apresentaram média de 52 + 9 idade e
didmetro maximo do es6fago de 3.3 = 0.8 cm. O diagndstico de megaesdfago foi
estabelecido baseando-se em dados clinicos e estudos radioldgicos. Estudos
manométricos também foram realizados, 0s quais demonstraram diminuicdo da
peristalse e relaxamento incompleto do esfincter esofagico inferior durante o
engolimento. Amostras do es6fago dos individuos ndo infectados foram retiradas para
compor o grupo controle. Estes apresentaram dentre as causa de morte, infarto agudo do
miocardio, doenca hipertensiva e aneurisma cerebral. Dos seis pacientes chagasicos ndo
portadores de megaesdfago analisados, todos morreram de cardiopatia chagasica
crbnica. Ja todos os pacientes chagasicos com megaesdfago, apresentaram como causa
de morte megaes6fago com ou sem megacélon e desnutricéo.

Nesse trabalho, utilizamos amostras dos mesmos pacientes 0s quais ja foram

estudados anteriormente em nosso laboratorio. Assim, € importante descrever que 0s
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pacientes chagasicos portadores de megaesdfago, como anteriormente descrito por
Nascimento e cols. (2010) apresentaram intensa desnervacdo em relacdo aos individuos
controle (343 a 436 neurdnios) apresentando variacdo de 0 a 70 neurdnios. O grupo
chagasico ndo portador de megaesdfago se destaca por sua heterogeneidade na
contagem neuronal, o qual possui pacientes com alta contagem neuronal, chamado de
CSML1 e pacientes com baixa contagem neuronal, CSM2, tais como, os portadores de
megaesdfago (NASCIMENTO et al., 2010).

De cada paciente foram coletadas amostras da porcdo inferior do esdfago e
fixados em solucdo de paraformaldeido 4% tamponado, embebidos em parafina e
processados em microtomo, obtendo-se cortes de 5um de espessura. Posteriormente, 0
material foi enviado ao Laboratdrio de Biologia do Sistema Linfoide e da Regeneracdo /
UFMG onde os tecidos aderidos em laminas histologicas foram destinados a coloragdo
por giemsa e técnica de imuno-histoquimica. Este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG - COEP, parecer n° ETIC 0313.0.203.000-10 (ANEXO).

4.2 Imuno-histoquimica para andlise das celulas intersticiais de Cajal, neurdnios e
mastocitos

Tecidos do esdfago de pacientes chagéasicos e individuos ndo infectados foram
utilizados para caracterizagdo de ICC, neurdnios e mastocitos. Apds a microtomia, as
laminas foram mantidas em estufa a 40° C, durante 12 horas. A retirada da parafina das
laminas foi realizada com trés banhos de xilol de 20 minutos cada. Em seguida as
laminas foram hidratadas em sucessivos banhos de concentra¢fes decrescentes de alcool
(&lcool absoluto 11 e I, alcool 90%, 80% 70%), por 10 minutos cada banho. Na etapa
posterior o material foi embebido em PBS (phosphate buffer saline) pH 7,2 — 7,4,
durante 30 minutos. A laminas foram incubadas com tampdo citrato (pH 6.0) no
microondas por 8 minutos para reativacdo antigénica e mantidas nessa solucdo até
retornarem a temperatura ambiente.

O bloqueio de ligacdo inespecifica foi obtido com a solucdo de albumina de
soro bovino (BSA) a 2% em PBS por 30 minutos. Os anticorpos foram apropriadamente
diluidos em PBS-BSA e aplicados 150 ul / seccdo, as quais foram incubadas overnight a
4°C. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-CD117/c-kit, policlonal
de coelho anti-humano, marcador do receptor transmembrana tirosina Kinase, fornecido
pela empresa Dako (California USA), utilizado na diluicdo 1:25, cédigo A4502; os
anticorpos anti-triptase e anti-quimase, marcadores para as proteases triptase e quimase
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presentes nos granulos intracitoplasmaticos de mastdcitos. O anti-triptase € um
anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano, fornecido pela empresa Dako
(Dinamarca), utilizado na dilui¢do 1:100, clone AA1, isotipo 1gG1, codigo M 7052; O
anti-quimase também é um anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano,
fornecido pela empresa Abcam (Cambridge, MA), utilizado na diluicdo 1:100, clone
CC1, isotipo 1gG1, cédigo ab2377. E por fim foi utilizado também o anticorpo anti-PGP
9.5-IR policlonal de coelho, para marcar filetes nervosos nas camadas musculares,
fornecido pela Dako e utilizado na dilui¢do de 1:100, (CA USA), cédigo Z5116.

Ap6s 24 horas de incubagdo, as laminas foram lavadas com PBS-Tween e PBS
durante 10 minutos. A atividade da peroxidase endogena foi inibida com peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 4% 0,05M de azida sédica em PBS por 30 minutos. A incubacao
do anticorpo secundario foi mantida & temperatura ambiente com o conjugado biotina
anti-camundongo e anti-coelho do Kit-DAKO por 60 minutos. Apds esse periodo, as
laminas foram lavadas com PBS-Tween por 2x (10’) e retornaram ao PBS por 10
minutos antes de aplicar-se a estreptoavidina-peroxidase, também por 60 minutos. Em
seguida, foi realizada a incubacdo com a solucdo de 3,3 -diaminobenzidine (DAB) e
perdxido de hidrogénio em PBS por 10 minutos (150 ul em cada 1dmina). Finalmente as
laminas foram lavadas com PBS-Tween e contra-coradas com hematoxilina. As mesmas
sofreram processos de desidratacdo (alcool 70%, alcool 80%, alcool 90%, alcool
absoluto I e 1) e diafanizacdo (xilol I, xilol 1l e xilol 111) sendo cinco minutos cada

banho e montadas em meio sintético.

4.3 Andlise morfométrica para ICC, mastdcitos e filetes nervosos

Foi realizada analise morfométrica através de microscopia de luz para ICC,
mastécitos e filetes nervosos. Obtivemos 20 imagens de campos aleatérios de cada
camada muscular circular e da regido de plexo mioentérico da porcdo inferior do
esdfago. As imagens foram capturadas em objetiva de 40x e digitalizadas em
microscopio Olympus BX50 acoplado a uma video-cdmera conectada a um computador
utilizando o programa analisador de imagens Q capture pro (Laboratério de Biologia do
Sistema Linfoide e da Regeneracdo, ICB / UFMG).

Para a analise de mastocitos submetidas a coloracdo por giemsa e imuno-
histoquimica com os anticorpos anti-triptase e anti-quimase foi realizada contagem em

cada campo, o qual possui area total de 59.683 um2. Como foram fotografados de cada
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paciente 20 campos, totalizou-se uma area de 1193 x 10°um?. Para a anélise das ICC foi
calculada a 4rea de marcacéo de cada campo em 1193 x 10°*um? utilizando o software
Image J.

Para identificarmos as ICC foi utilizado o anticorpo anti-c-kit, o qual identifica o
receptor kit presente em ICC, mas também, em mastocitos. Assim, para cada campo foi
capturada uma imagem com marcacgéo para c-kit e uma imagem nas secc¢des coradas em
giemsa, para a coloracdo de mastdcitos, sendo os cortes consecutivos. Desse modo,
foram comparados 0s mesmos campos, possibilitando a identificacdo e exclusdo dos
mastocitos c-Kit-IR. Foram consideradas como ICC aquelas células c-kit-IR, as quais
possuiam ndcleo, contendo ou ndo ramificacdes, as quais ndo correspondiam a posi¢do
de mastdcitos corados em giemsa. Portanto, a analise da area de marcacdo das ICC foi
realizada por exclusdo, eliminando a possibilidade de considerarmos mastécitos c-kit-IR
como ICC.

4.4 Analise estatistica

Foi realizada andlise de variancia através do teste Anova One-way paramétrio,
seguido pelo pds teste de Newman-Keuls, o qual compara todos os grupos. Utilizamos o
test t para comparar o fenétipo de mastocitos nas camadas musculares e plexo
mioentérico. A correlacdo entre os parametros estudados foi avaliada atraves do
coeficiente de correlacdo de Pearson e teste de regresséo linear simples. Resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de p < 0,05. Dados
foram expressos em média + desvio padrdo. Todas as andlises foram realizadas
utilizando-se 0 GRAPHPAD PRISM (Graphpad Software Inc., San Diego, CA).
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5. RESULTADOS

5.1 Anélise qualitativa e morfométrica da distribuicdo de células intersticiais de Cajal

Foram analisadas amostras da porgdo inferior do esdfago de pacientes
chagasicos portadores e ndo portadores de megaesofago e individuos ndo chagasicos.
Nestes, as ICC apresentaram-se distribuidas nas camadas musculares e na regido do
plexo mioentérico. Entre as células musculares lisas, as ICC-c-Kit-IR mostraram-se
alongadas, com nucleo proeminente de forma oval e ramifica¢es bipolares, associadas
ou ndo entre as outras ICC, representadas na figura 1A e 1B. Na regido de plexo
mioentérico foram observados pequenos corpos de células ovdides imuno-reativas entre
ganglios e mastdcitos (figuras 2A e 2D). As ICC no plexo mioentérico, diferentemente
daquelas encontradas nas camadas musculares, apresentaram-se distantes entre se,
dispersas ao redor dos ganglios neuronais, sem formarem redes (Pranchas 01 e 02).

Os pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de megaesdfago
apresentaram menor densidade de ICC-c-Kit-IR nas camadas musculares em relacdo aos
individuos ndo infectados. Podemos observar a diminuicdo da area ocupada por ICC nos
pacientes em relacdo ao grupo controle nas figuras 1A, 1B e 1C, confirmado pela

analise morfométrica representada no grafico abaixo (Gréfico 1).
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Gréfico 01. Anélise morfométrica da area de 1CC-c-kit-IR na camada muscular interna da porgéo inferior
do esofago. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area
de 1193 x 10%um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo NC
(p<0,05). NUmero de casos (n), NC- ndo chagéasico n=4, CSM-chagasico sem megaeséfago n=4, CCC-

chagasico com megaesofago n=>5.

Na regido de plexo mioentérico, verificamos que a densidade de ICC-c-kit-IR foi
menor nos pacientes portadores de megaeséfago em relagdo aos individuos chagasicos
sem mega e aos individuos ndo infectados. Esses dados foram representados nas figuras
2A, 2B e 2C e por andlise morfométrica no grafico 02. Curiosamente, observamos
corpos neuronais marcados com o anticorpo anti-c-kit, os quais também foram
desconsiderados para analise da densidade de ICC (Figura 2A e 2B). Na figura 2C,
podemos observar muitos mastocitos expressando c-Kit na regido de plexo mioentérico.

Na morfometria para ICCs, a area ocupada por mastocito foi excluida dos calculos.
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Gréfico 02. Analise morfométrica da area de ICC-c-kit-IR na regido de plexo mioentérico da porgao
inferior do es6fago. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando
uma éarea de 1193 x 10°um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e os outros
dois grupos (p<0,05). Nimero de casos (n), NC- ndo chagasico n=4, CSM-chagéasico sem megaesdfago
n=4, CCC- chagasico com megaesdfago n=>5.

5.2 Andlise da correlacdo entre densidade de ICC-c-Kit-IR e &rea de filetes nervosos
PGP 9.5-IR
Através do calculo de coeficiente de Pearson, observamos correlacdo positiva

entre area de ICC-c-Kit-IR e a area de filetes nervosos PGP 9.5-IR representada no
gréfico abaixo.
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Grafico 03. Correlacio entre densidade de ICC-c-kit-IR e de filetes nervosos PGP 9.5" na camada
muscular interna da porgdo inferior do es6fago. Valor de Pearson r=0,7657 e p<0,05. NUmero de casos
(n), NC- néo chagasico n=4, CSM-chagasico sem megaesdfago n=4, CCC- chagasico com megaestfago

n=5.

A correlacdo positiva entre area de filetes nervosos PGP 9.5-IR e a densidade de
ICC-c-Kit-IR na camada muscular interna foi apresentada acima. Entretanto, o grupo de
pacientes chagasicos sem megaesdfago, como anteriormente descrito na metodologia,
possui heterogeneidade na contagem neuronal, ou seja, alguns pacientes mantém a
inervacdo nas camadas musculares e no plexo e outros ndo, o qual se reflete na
densidade de filetes nervosos. Apresentamos na tabela 1 a densidade de 1CC-c-Kit-IR
nos dois grupos de chagéasicos sem megaesdfago: CSM1 representa aqueles pacientes
gue mantém a densidade de filetes nervosos a niveis normais, enquanto que 0 grupo
CSM2 corresponde aos casos que apresentaram reducdo significatica da area de
inervacao de filetes nervosos. Como pode ser observado, a densidade de ICC-c-Kit-IR
nos grupos CSM1(73+35) e CSM2(71 £ 21), se mantém independente da contagem
neuronal, entretanto, em compara¢do com a densidade de PGP 9.5-IR, apenas o grupo
CSM2 (baixa contagem neuronal), apresenta diminuicdo na inervacdo da tdnica

muscular interna.
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Tabela 01. Comparacéo entre densidades de ICC-c-Kit-IR e filetes nervosos
PGP 9.5 -IR

Pacientes

NUmero de NC CSM1 CSM2 CCM
casos (n
() n=4 n=2 n=2 n=5
PGP 9.5-IR Ml 27964 272445 189+11 19+3
ICC-c-Kit-IR MI 195+ 84 73+35 71+ 21 19+ 22

NC- ndo chagasico, CSM1-chagasico sem megaesdfago com alta contagem neuronal, CSM2-chagéasico
sem megaesdfago com baixa contagem neuronal, CCC- chagésico com megaes6fago. MI- Muscular

internam (Média £ Desvio padrao, p<0,05).

5.3 Analise qualitativa e morfométrica de mastocitos corados pela técnica de giemsa

Realizamos anélise qualitativa da distribuicdo dos mastocitos nos cortes
histoldgicos que foram submetidos a coloracdo por Giemsa. Observamos que 0s
mastocitos distribuem-se de forma difusa por todo o tecido muscular e regido de plexo
mioentérico, tanto em pacientes chagasicos como em individuos ndo infectados. No
entanto, foram observados mastocitos concentrados principalmente nas camadas
musculares de pacientes que apresentavam focos de inflamacgdo, sobretudo nos
pacientes chagasicos portadores de megaes6fago. Os mastdcitos apresentaram-se mais
freqlientemente na periferia dos fasciculos musculares e em menor nimero entre as
fibras, distribuidos principalmente ao redor de vasos sanguineos e em torno dos
ganglios nervosos (Prancha 3).

Na andlise quantitativa, observamos, nos pacientes chagasicos, aumento
significativo do numero de mastdcitos, tanto nas camadas musculares como na regido de
plexo mioentérico (graficos 04 e 05 e figuras 3A, 3B, 3C, 3D, 3E e 3F).
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Gréfico 04- Quantificacdo de mastdcitos nas camadas musculares da porcdo inferior do es6fago corados
em Giemsa. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area
de 1193 x 10°um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo NC
(p<0,05). NUmero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesdfago n=6, CCC-

chagasico com megaeséfago n=6.
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Gréfico 05- Quantificacdo de mastdcitos no plexo mioentérico da porcao inferior do es6fago corado em
Giemsa. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area de
1193 x 10°um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo NC (p<0,05).
NUmero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesdfago n=6, CCC- chagasico
com megaesdfago n=6.
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5.4 Analise morfométrica de mastdcitos triptase-IR e quimase —IR

O fendtipo de mastdcitos nas camadas musculares e regido de plexo mioentérico nos
pacientes chagasicos e individuos controle foi determinado por reagdes de imuno-
histoquimica, utilizando os anticorpos anti-triptase e anti-quimase. Observamos
aumento do numero de mastdcitos triptase-IR naqueles pacientes chagasicos portadores
ou ndo de megaesdfago em relagdo aos individuos ndo infectados. Este aumento ocorreu
tanto nas camadas musculares (figuras 4A, 4B e 4C), como no plexo mioentérico
(figuras 4D, 4E e 4F), da porcéo inferior do esdfago. Esta observagéo foi confirmada

pela anélise morfométrica, representada nos graficos 06 e 07.
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Grafico 06. Quantificacdo de mastocitos triptase-IR na camada muscular interna da porgdo inferior do
esdfago. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area de
1193 x 10%um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo NC (p<0,05).
NUmero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesdfago n=6, CCC- chagésico

com megaesbfago n=6.
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Gréfico 07. Quantificacdo de mastocitos triptase-IR no plexo mioentérico na por¢do inferior do es6fago.
De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area de 1193 x
10%um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo NC (p<0,05).
NUmero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesdfago n=6, CCC- chagasico

com megaesodfago n=6.

No entanto, a quantificacdo de mastocitos quimase-IR demonstrou aumento
significativo do namero dessas células apenas nos pacientes sem megaesofago. Nas
figuras 5A, 5B e 5C podemos observar que 0s pacientes sem megaesdfago apresentaram
maior nimero de mastocitos quimase-IR nas camadas musculares em relagdo aos
individuos ndo infectados e aos pacientes portadores de megaesofago (Grafico 08).
Dados similares foram encontrados na regido de plexo mioentérico, evidenciando
aumento de mastdcitos quimase-IR nos pacientes sem mega (figuras 5D, 5E e 5F e

gréafico 09).
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Grafico 08. Quantificacdo de mastécitos quimase-IR na camada muscular interna da porcao inferior do
esdfago. De cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area de
1193 x 10°um? (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e os outros dois
grupos (p<0,05). Numero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaes6fago n=6,

CCC- chagasico com megaesofago n=6.
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Gréfico 09. Quantificacdo de mastécitos Quimase —IR no plexo mioentérico na porgdo inferior do
esdfago. Diferenca significativa entre o grupo chagasico com megaesofago e os outros dois grupos. De
cada paciente foram analisados 20 campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma area de 1193 x
10°um?. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e os outros dois grupos
(p<0,05). NUmero de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesoéfago n=6, CCC-
chagéasico com megaeséfago n=6.

Quando comparamos o numero de mastdcitos triptase-IR e quimase-IR em

individuos controle, podemos observar que, tanto nas camadas musculares como na
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regido de plexo mioentérico, 0os mastdcitos quimase-IR predominam. Em pacientes
chagasicos portadores de megaes6fago, no entanto, essa relacdo se inverte, com
predominio de mastdcitos triptase-IR. Nos pacientes sem megaes6fago, nao foi
observada qualquer diferenca significativa entre os niUmeros de mastocitos triptase-IR e
quimase-IR (gréficos 10A e 10B).
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Grafico 10. Quantificacdo de mastdcitos triptase e quimase-IR. Grafico 10A da camada muscular interna
e grafico 10B do plexo mioentérico da porgdo inferior do es6fago. De cada paciente foram analisados 20
campos, com a objetiva de 40X, totalizando uma &rea de 1193 x 10°um® (*) indica diferenca
estatisticamente significativa entre mastocitos triptase e quimase no grupo NC e CCM (p<0,05). NUmero
de casos (n), NC- ndo chagasico n=6, CSM-chagasico sem megaesdfago n=6, CCC- chagasico com

megaesdfago n=6.
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5.5 Analise da correlacdo entre densidade de ICC-c-Kit-IR e mastdcitos

A densidade de ICC-c-Kit-IR foi correlacionada ao nimero de mastocitos
triptase-IR e mastdcitos quimase-IR, quantificados nas camadas musculares e no plexo
mioentérico da porcdo inferior do eséfago. Observamos uma correlacdo positiva entre o
nimero de mastdcitos quimase-IR e a densidade de ICC no plexo mioentérico foi

positiva, como pode ser observado no grafico abaixo.
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Gréfico 11. Correlacdo entre a densidade de ICC-c-kit-IR e mastocitos quimase-IR no plexo mioentérico
da porcdo inferior do es6fago. Os valores de Pearson r= 0,7284 e p<0,05. NUimero de casos (n), ndo

chagésico n=4, chagasico sem megaesdfago n=4 e, chagasico com megaes6fago n=>5.

5.6 Analise da correlagéo entre o numero de mastocitos e densidade de filetes nervosos
PGP 9.5-IR

Observamos uma correlagdo negativa, ou seja, inversamente proporcional, entre
0 numero de mastdcitos triptase-IR e a area de filetes nervosos PGP 9.5-IR, como
representado nos gréficos abaixo, 12A e 12B. Entretanto, ndo foi observada qualquer
correlacdo significativa entre mastocitos quimase-IR e area PGP-9.5-IR.
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Gréfico 12. Correlacdo entre mastdcitos e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR. O grafico A

apresenta a correlacdo negativa entre mastocitos corados por giemsa e filetes nervosos PGP 9.5-IR na

camada muscular interna (valores de Pearson r=-0,7130). O gréfico B apresenta correlacéo negativa entre

mastocitos triptase-IR e filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular interna. (valor de Pearson r= -

0,6248), p<0,05. Numero de casos (n), ndo chagasico n=6, chagasico sem megaesdfago n=5 e, chagasico

com megaesdfago n=5.
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ILUSTRACOES
Prancha 01

Figura 1A — Seccdo da camada muscular da porcéo inferior do eséfago de paciente do
grupo controle, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-c-Kit e

contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. ICC-c-Kit-IR (setas)

Figura 1B — Seccdo da camada muscular da por¢éo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagéasico sem megaesdfago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-c-Kit e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. ICC-c-Kit-IR

(setas) e mastocitos (ponta de seta).

Figura 1C — Seccédo da camada muscular da porcéo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagasico com megaesdfago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-c-Kit e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(ponta de seta).

Figura 1D — Secc¢do da camada muscular da porcéao inferior do eséfago de paciente do

grupo controle, corado por giemsa. Objetiva de 40x.

Figura 1E — Seccdo da camada muscular da porcéo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagéasico sem megaesdfago, corado por giemsa. Objetiva de 40x. Mastécitos

(ponta de seta).

Figura 1F — Seccdo da camada muscular da porgéo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagasico com megaesdfago, corado por giemsa. Objetiva de 40x. Mastécitos

(ponta de seta).
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Prancha 02

Figura 2A — Seccdo do plexo mioentérico da porc¢éo inferior do es6fago de paciente do
grupo controle, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-c-Kit e
contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. ICC-c-Kit-IR (setas), neurdnios

(ponta de seta) e mastdcitos (asterisco).

Figura 2B — Seccdo do plexo mioentérico da porcdo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagésico sem megaesdfago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-c-Kit e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. ICC-c-Kit-IR

(setas), neurdnios (ponta de seta) e mastocitos (asterisco).

Figura 2C — Secg¢do do plexo mioentérico da por¢éo inferior do esdfago de paciente do
grupo Chagasico com megaesdfago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-c-Kit e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. ICC-c-Kit-IR

(setas)

Figura 2D - Seccdo do plexo mioentérico da porc¢do inferior do esdfago de paciente do
grupo controle, corado por giemsa. Objetiva de 40x. Neur6nios (ponta de seta) e

mastocitos (asterisco).

Figura 2E — Seccdo do plexo mioentérico da porcdo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagasico, corado por giemsa. Objetiva de 40x. Neurbnios (ponta de seta) e

mastocitos (asterisco).

Figura 2F — Sec¢do do plexo mioentérico da porcao inferior do eséfago de paciente do

grupo Chagéasico com megaeséfago, corados por giemsa. Objetiva de 40x.
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Prancha 03

Figura 3A — Secc¢do da camada muscular da porcdo inferior do eséfago de paciente do

grupo controle corado por giemsa. Objetiva de 10x. Mastocitos (setas).

Figura 3B — Seccdo da camada muscular da porc¢éo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagasico sem megaesofago corado por giemsa. Objetiva de 10x. Mastdcitos

(setas).

Figura 3C — Seccdo da camada muscular da porcdo inferior do eséfago de paciente

chagasico com megaesodfago corado por giemsa. Objetiva de 10x. Mastdcitos (setas).

Figura 3D — Secc¢do da regido de plexo mioentérico da porcao inferior do eséfago de
paciente do grupo controle corado por giemsa. Objetiva de 10x. Mastdcitos (setas) e

neurdnios (ponta de seta).

Figura 3E — Seccdo da regido de plexo mioentérico da porcéo inferior do eséfago de
paciente do grupo Chagasico sem megaesdfago corado por giemsa. Objetiva de 10x.

Mastocitos (setas) e neurdnios (ponta de seta).

Figura 3F — Sec¢do da regido de plexo mioentérico da porcdo inferior do eséfago de
paciente chagéasico com megaes6fago corado por giemsa. Objetiva de 10x. Mastécitos

(setas).
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Prancha 04

Figura 4A — Secc¢do da camada muscular da porcédo inferior do eséfago de paciente do
grupo controle submetidas a reagdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-triptase e
contra coradas por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos (setas).

Figura 4B — Seccdo da camada muscular da porc¢éo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagésico sem megaesdfago submetidas a reagdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-triptase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas).

Figura 4C — Seccédo da camada muscular da porcéo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagéasico com megaesdfago submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-triptase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas).

Figura 4D - Secg¢do do plexo mioentérico da por¢éo inferior do esdfago de paciente do
grupo controle submetidas a reagdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-triptase e
contra coradas por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastocitos (setas) e neur6nios (ponta

de seta).

Figura 4E — Seccdo do plexo mioentérico da porcdo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagéasico sem megaesofago submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-triptase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas).

Figura 4F — Seccdo do plexo mioentérico da porcao inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagéasico com megaesdfago submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-triptase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastécitos

(setas).
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Prancha 05

Figura 5A — Secc¢do da camada muscular da porcédo inferior do eséfago de paciente do
grupo controle, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-quimase

e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos (setas).

Figura 5B — Seccdo da camada muscular da porc¢éo inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagéasico sem megaesdfago, submetidas & reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-quimase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas).

Figura 5C — Secc¢édo da camada muscular da porcéo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagéasico com megaesdfago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-quimase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas).

Figura 5D — Secg¢do do plexo mioentérico da porgéo inferior do esdfago de paciente do
grupo controle, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o anticorpo anti-quimase
e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos (setas) e neurdnios

(ponta de seta).

Figura 5E — Seccdo do plexo mioentérico da porcdo inferior do eséfago de paciente do
grupo Chagasico sem megaesofago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-quimase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastdcitos

(setas) e neurdnios (ponta de seta).

Figura 5F — Seccdo do plexo mioentérico da porcao inferior do es6fago de paciente do
grupo Chagasico com megaes6fago, submetidas a reacdo de imunoperoxidade com o
anticorpo anti-quimase e contra corada por Hematoxilina. Objetiva de 40x. Mastécitos

(setas).
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6.0 DISCUSSAO

O presente trabalho foi o primeiro estudo a caracterizar a distribuicdo das células
intersticiais de Cajal (ICC) e dos mastocitos triptase e/ou quimase-IR em pacientes
chagasicos portadores e ndo portadores de megaeséfago chagasico. Os resultados
encontrados foram surpreendentes e ddo continuidade aos estudos da imunopatologia da
forma digestiva da doenca de Chagas realizados em nosso laboratério.

Os resultados mostraram significativa reducdo na densidade de ICC-c-Kit-IR nas
tunicas musculares e na regido de plexo mioentérico dos pacientes chagasicos
portadores de megaesdfago, confirmando dados anteriores da literatura (DE LIMA et
al., 2008) e também nas camadas musculares de individuos com sorologia positiva, mas
que ndo apresentavam qualquer sintoma da doenca digestiva. E possivel que a
diminuicdo de ICC possa prejudicar a atividade de marcapasso no eséfago (MIDRIO et
al., 2010; VILLANACCI et al., 2010), reduzindo a resposta contrativa em pacientes
chagésicos e contribuindo, assim, para o desenvolvimento do megaeséfago. Entretanto,
em pacientes chagasicos que ndo desenvolveram a doenca digestiva, a densidade de ICC
na regido de plexo mioentérico mostrou-se inalterada, o0 que sugere que a atividade de
marcapasso ainda esteja presente nesses pacientes.

Dessa maneira, nos perguntamos o que poderia contribuir para diminuicdo da
densidade de ICC-c-Kit-IR nos pacientes chagéasicos, sabendo que nesse microambiente,
ja foram descritos processos de desnervacéo, parasitose, inflamacdo (D"AVILA REIS et
al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005; DA SILVEIRA et al., 2007) e ainda hipertrofia e
hiperplasia das células musculares lisas (PEREIRA, 1958). Como as ICC sdo
observadas normalmente estabelecendo contato direto com neurdnios, células
musculares lisas e mastécitos (FAUSSONE-PELLEGRINI, 2009; MIKKELSEN, et al.,
2010), qualquer alteracdo nessa rede poderia levar a morte das ICC. Tanto neurénios
como as células musculares lisas produzem SCF, o qual estimula a sobrevivéncia e
interfere no processo de diferenciagéo de ICC (WARD & SANDERS, 2001).

Apesar de ainda ndo haver dados na literatura que comprovem o inverso do
exposto acima, isto é, que as ICC sdo essenciais para a sobrevivéncia do neurénio,
poderiamos especular que, a diminui¢do na densidade de ICC-c-Kit-IR observada nesse
estudo seria ndo uma consequéncia, mas uma causa da morte neuronal. Demonstramos
que a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR se correlaciona positivamente com o

namero de ICC-c-Kit-IR em pacientes portadores de megaes6fago chagasico. No
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entanto, a diminuigdo na densidade de 1CC-c-Kit-IR na tunica muscular dos pacientes
chagasicos ndo portadores de megaesdfago e que ndo apresentavam qualquer sintoma da
doenca digestiva, sugere que a alteracdo nessas células seja um evento precoce no
desenvolvimento da doenca. Reforgando esta hipotese, demonstramos ainda que mesmo
0s pacientes chagasicos sem megaesdfago, pertencentes ao grupo CSM1, com
densidade de filetes nervosos e contagem neuronal comparavel ao controle, ja
apresentaram reducdo significativa da densidade de ICC-c-Kit-IR na camada muscular.

Poderiamos ainda supor que, a diminuicdo de ICC nos pacientes chagasicos seria
devido a morte dessas células por apoptose. O aumento do processo apoptético poderia
ter inicio ainda na fase aguda da doenca, pela presenca do parasita e sustentado na fase
crénica pelo processo inflamatério. A demonstracdo nas lesGes chagasicas da fase
crbnica, de linfocitos TIA-1+, células Natural Killer, eosindfilos, macrofagos e
mastdcitos (D'AVILA REIS et al., 2001), todas estas células potencialmente
citotoxicas, reforcam a hipdtese da participacdo de mecanismos imunes na eliminacao
das ICC nesses casos. Contudo, lantorno e cols. (2007), ndo detectaram qualquer
fendmeno apoptdtico em ICC nos tecidos de pacientes portadores de megacolon
chagasico (IANTORNO et al., 2007). No megaesdfago chagasico, analises futuras
deverdo ser desenvolvidas para que possamos estabelecer o possivel papel da apoptose
na diminuicdo da densidade de ICC no 6rgdo desses pacientes.

A diminuicdo na densidade de ICC-c-kit-IR € observada em varias doencas
associadas a transtornos na motilidade do TGI, dentre elas acaldsia e megacdlon
idiopéaticos, gastroparesia, doenca de Hirschsprung’s, constipacdo do transito lento e
doengas inflamatorias intestinais (TONG et al., 2004; SHAFIC et al., 2005; WANG et
al., 2007; BERNARDINI et al., 2011). A inflamagdo comparece como um processo
importante no desenvolvimento dessas doencgas, dessa maneira 0 microambiente
inflamatorio poderia alterar o comportamento das ICC e levar a complicacdes da
atividade peristaltica do TGI nessas patologias. Logo apés a interrup¢do do processo
inflamatdrio ocorre reposicdo de ICC demonstrando a plasticidade dessas células e o
papel da inflamacdo na eliminacdo dessas células (DER et al., 2000).

A diminuicdo da densidade de ICC-c-kit-IR nos pacientes chagasicos poderia
estar refletindo ainda uma alteracdo no fenétipo celular, com eliminacao ou diminuigéo
da expressdo de c-Kit na superficie celular, mas que ndo necessariamente significa
morte dessas células. Estudos futuros em microscopia eletrdnica sdo necessarios para

investigar essa possibilidade.
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No presente trabalho, investigamos também a participacdo dos mastdcitos no
desenvolvimento do megaeséfago chagasico. Seu estudo em doenca de Chagas justifica-
se pela sua participacdo ja comprovada em varias doencas inflamatdrias crénicas
(LAKHAN & KIRCHGESSNER, 2010), por seu papel como célula mediadora da
comunicagéo entre sistema imune e SNE (VAN NASSAUW et al., 2007) e ainda pela
sua capacidade de produzir TGF-p1 (WOODMAN et al., 2008) substancia com agéo
comprovada na contratilidade muscular (ACEVES et al., 2010).

Nossos resultados mostraram o aumento significativo de mastocitos em
pacientes chagasicos portadores e nao portadores de megaes6fago, tanto nas camadas
musculares quanto na regido de plexo mioentérico. Estes dados contrastam com 0s
resultados encontrados por Pinheiro e cols. (2008) que ndo observaram aumento
significativo de mastdcitos nos pacientes chagasicos, mas confirmam os achados de
outros pesquisadores que destacam que o aumento do nimero de mastdcitos poderia
ocorrer em funcgdo do processo inflamatorio, que tem inicio na fase aguda da doenca e
se perpetua até o desenvolvimento do megaeséfago (LIMA PEREIRA, 1972;
OLIVEIRA et al., 1998; DA SILVEIRA et al., 2007a).

Para tentar especular sobre a causa da mastocitose observada, levantamos alguns
dados da literatura. Constatamos que varias citocinas atuam na proliferacdo de
mastocitos como as IL-3, IL-4, IL-10. A IL-4 juntamente com IL-3 e IL-10 em acdo
combinada com SCF atua como fator de crescimento para células progenitoras de
mastdcitos, proliferacdo e formacdo de colénia em cultura (RENNICK et al., 1995).
Nesse ponto vale salientar que células mononucleares de pacientes chagasicos
portadores da forma digestiva, quando estimuladas in vitro, produzem niveis elevados
de algumas citocinas, dentre elas a IL-4 (RIBEIRO et al., 2008), o que explicaria, pelo
menos em parte, a mastocitose que observamos nos pacientes portadores de
megaesofago.

Visto que algumas func¢des dos mastdcitos sdo atribuidas ao contetdo dos seus
granulos, analisamos também o namero dessas células que expressam duas importantes
proteases: triptase e quimase. Observamos aumento de mastdcitos triptase-IR tanto em
pacientes chagasicos portadores como naqueles ndo portadores de megaesdfago. A
triptase cliva VIP, um neuromediador antiinflamatorio, normalmente liberado por
neurdnios do SNE, limitando assim a acdo deste neuropeptidio nos tecidos (CAUGHEY
et al., 1987). Nesse contexto, torna-se importante salientar que dados ainda néo

publicados do nosso laboratério demonstraram uma diminuicdo da imunorreatividade a
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VIP no esdfago de pacientes chagésicos portadores de megaesofago. E possivel que, no
megaesofago chagasico, a triptase possa ter um importante papel pro-inflamatorio, que
seria explicado, pelo menos em parte, pela sua capacidade de clivar VIP.

O aumento de mastdcitos triptase-IR foi observado também em outras patologias
do esofago, tais como acalésia idiopatica, esofagite eosinofilica e refluxo esofagico,
relacionadas ao processo inflamatorio (BOHL et al., 2010; ACEVES et al., 2010;
DELLON et al., 2011; QIU et al., 2011). A alta expressao de triptase por mastdcitos
também foi observada em modelos animais de doencas inflamatorias intestinais
(HAMILTON et al., 2011) e artrites inflamatdrias cronicas (MCNEIL et al., 2008;
SHIN et al., 2009). Do mesmo modo, na colite ulcerativa a triptase liberada pela
desgranulacdo de mastdcitos induziu a producdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas de uma maneira autdcrina (KIM et al., 2003).

Em nosso estudo, 0 aumento de mastdcitos triptase-IR foi observado também em
pacientes chagasicos que ndo desenvolveram o0 megaeséfago e que, na maioria das
vezes, ndo apresentam inflamacdo significativa. Mas diferentemente dos portadores de
megaesofago, esse grupo apresentou também aumento significativo de mastocitos
quimase-IR. Essa protease também cliva VIP, inativando-o. No entanto, a quimase tem
a capacidade de clivar também substancia P, um neuromediador com atividade proé-
inflamatdria, que também ¢é produzido normalmente por neurdnios do SNE
(CAUGHEY et al., 1987). Os dados acima sugerem que o equilibrio entre a producao
de quimase e de triptase seja importante para controlar o processo inflamatério no
esdfago. Naqueles pacientes infectados com T. cruzi, que mantém o parasita no tecido
até a fase cronica da infeccdo (DA SILVEIRA et al.,2005), a quimase seria importante
para controlar o processo inflamatério, agindo assim como uma molécula protetora no
desenvolvimento do megaesdfago.

Sabe-se que o fendtipo dos mastocitos é determinado pelo seu microambiente
(BISCHOFF et al., 2009) e a funcdo bioldgica de cada subtipo difere também na
capacidade de produzir e gerar citocinas (BRADDING et al., 1995; WELLE, 1997).
Alguns estudos de mastdcitos em cultura descreveram a participacdo de IL-4 no
desenvolvimento de mastocitos triptase-IR, e demonstraram o envolvimento de TNF-a e
IL-4 na regulacdo do receptor de triptase PAR-2 (ZHANG et al., 2010). Desse modo, 0
aumento de TNF-a e IL-4 em pacientes portadores de megaeséfago (RIBEIRO et al.,

2008) poderia justificar 0 aumento de mastdcitos triptase nesses pacientes e esse
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fendtipo celular poderia estar envolvido preferencialmente em um microambiente
tecidual rico em IL-4.

Por outro lado, o aumento de mastocitos quimase-IR, em individuos infectados
ndo portadores da doenga digestiva, poderia ser explicado, pelo menos parcialmente,
pela acdo da citocina IL-10. Esta interleucina estimula a expressao de RNAm de
quimase em mastécitos de camundongos (GHILDYAL et al., 1992; EKLUND et al.,
1993) e é produzida em grandes quantidades por pacientes chagasicos portadores da
forma indeterminada da doenca de chagas (SOUZA et al., 2004).

Interessante notar que, de acordo com nossas analises, 0 niUmero de mastocitos
quimase-IR se correlaciona positivamente com a densidade de 1CC-c-Kit-IR no plexo
mioentérico. De acordo com dados da literatura, os mastocitos produzem fatores de
crescimento como SFC e IL-9, que contribuem para a sobrevivéncia e manutengédo das
ICC (YE et al., 2006; ZARATE et al., 2006). O possivel papel protetor dos mastécitos
quimase-IR poderia contribuir para a permanéncia de ICC no plexo mioentérico dos
pacientes chagasicos ndo portadores de megaesofago.

Com relacdo as andlises de correlacdo entre mastocitos e densidade de filetes
nervosos, observamos que quanto maior o numero dessas células triptase-IR, menor a
area PGP 9.5-IR. O aumento de mastdcitos triptase-IR é observado em pacientes
chagasicos portadores de megaesdfago, os quais apresentaram intensa desnervacao. Ja
o0s pacientes ndo portadores de megaesdfago apresentaram aumento tanto de mastocitos
triptase-IR como de quimase-IR, mas o grupo CSM2, com diminuicdo da area PGP-9.5-
IR e baixa contagem neuronal, apresentaram maior nimero de mastécitos triptase-IR.
Esses resultados apontam para uma possivel relacdo entre desnervacdo e mastocitos
triptase-IR.

Essa relacdo foi observada também em outros estudos, 0s quais mostraram
diminuicdo da sobrevivéncia neuronal associada a mastdcitos in vitro. Em co-cultura,
mastocitos induzem a morte neuronal através da liberacdo de triptase via ativacdo de
PAR-2, expresso em neurdnios. Os autores sugerem que O aumento excessivo de
triptase poderia conduzir a uma hiper-excitagédo e morte neuronal observada em doencas
inflamatorias com distarbios de motilidade (SAND et al., 2009). Assim, 0 processo
inflamatdrio descrito como um dos fatores que possam contribuir para a desnervagdo no
desenvolvimento do megaesdfago chagasico pode ser em parte coordenado por

mastdcitos triptase-IR.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Souza%20PE%22%5BAuthor%5D�

68

Em suma, ainda se discute muito a real funcdo de cada protease armazenada por
mastocitos. Sabe-se que tanto a liberacdo de triptase como a de quimase pode estar
envolvida em processos protetores e lesivos nos tecidos, sendo células imuno-
reguladoras da imunidade (GALLI et al.,, 2008). Assim, os resultados do presente
estudo mostraram que existe um equilibrio fenotipico, entre mastdcitos triptase e
quimase-IR nos pacientes chagasicos ndo portadores de megaeséfago o qual pode se
refletir na modulacdo do processo inflamatorio nesses pacientes. Entretanto, esse

equilibrio ndo é mantido naqules pacientes chagasicos portadores de megaeséfago.
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7. CONCLUSAO

O modelo humano ndo nos permite chegar a conclusdes definitivas. No entanto, a

descricdo dos resultados nos permite elaborar hipdteses, as quais estdo apresentadas

abaixo.

1.

2.

3.

4.

As ICC participam de alguma forma do desenvolvimento do megaesofago
chagasico, uma vez que a densidade dessas células estd diminuida nas tunicas
musculares e na regido de plexo mioentérico dos pacientes chagasicos
portadores de megaesodfago.

As ICC do plexo mioentérico parecem contribuir para a manutencdo da atividade
contrativa do 6rgdo, uma vez que, no plexo mioentérico, a densidade dessas
células estd diminuida em individuos portadores de megaesdfago, mas se
mantém inalterada em pacientes que nao apresentam qualquer sintoma da forma
digestiva da doenca.

A diminuicdo da densidade de ICC-c-kit-IR parece preceder o processo de
desnervacdo, considerando que em pacientes chagasicos ndo portadores de
megaesdfago, que ndo apresentavam desnervacdo, ja tinham diminuicdo da
densidade de ICC-c-Kit-IR, sugerindo que a elimina¢do das mesmas seja um
evento precoce no desenvolvimento do megaesdfago, anterior a perda de
neuronios.

A protease quimase parece modular o processo inflamatoério em pacientes
chagasicos gue nao desenvolvem o megaesdfago, dado que mastdcitos quimase-
IR apresentam-se aumentados nesses pacientes. Além disso, dados preliminares
do nosso laboratério, demonstrando o aumento da porcentagem de filetes
nervosos substancia-P-IR em pacientes portadores de megaeséfago, sugerem a
participacdo dessa molécula na manutencdo da inflamacdo na fase cronica.
Partindo desse pressuposto e sabendo da capacidade de quimase degradar
substancia P, ousamos sugerir que o predominio de mastocitos quimase-IR em
pacientes sem megaesdfago, seja importante para a modulacdo do processo
inflamatdério no o6rgdo. Isso explicaria, pelo menos em parte, a auséncia da
doenga digestiva em alguns casos com k-DNA de Tryapanosoma cruzi nas
lesGes da fase cronica.
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5. A protease triptase parece, a0 menos em parte, atuar como molécula pro-
inflamatdria, uma vez que, essa protease cliva VIP, substancia antiinflamatoria,
inibindo a atuacdo dessa Ultima nos tecidos e amplificando o processo
inflamatorio.

6. O aumento de triptase pode contribuir para o processo degenerativo neuronal,
pois observamos a correlacdo negativa entre mastdcitos triptase-IR e area de
inervacdo nas camadas musculares, o qual sugere que triptase contribua para o

processo de desnervacao caracteristico da forma digestiva da doenga de Chagas.
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9. ANEXOS

Anexo 1- Aprovacdo do comité de ética em pesquisa — COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n. ETIC 031 3.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Débora d’Avila Reis
Departamento de Morfologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 24 de setembro de 2010, apés atendidas as solicitagées de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado “Imunopatologia da forma
clinica digestiva da doencga de Chagas: avaliagdo da correlacao
entre fenétipo de células enterogliais, o processo de desnervagao e
a densidade de células inflamatérias no esdéfago de pacientes
chagasicas, portadores e ndo portadores de megaesdfago™ bem
como o Termo de Consentimento Livre Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 ~ Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ﬂuﬁ_cugﬁ&-muﬁng br



	1.1 Doença de Chagas
	Tecidos do esôfago de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados foram utilizados para caracterização de ICC, neurônios e mastócitos. Após a microtomia, as lâminas foram mantidas em estufa a 40  C, durante 12 horas. A retirada da parafina das lâ...
	Beckett EA, Takeda Y, Yanase H, Sanders KM, Ward SM (2005) Synaptic specializations exist between enteric motor nerves and interstitial cells of Cajal in the murine stomach. J Comp Neurol 493,193-206.
	Choi KM, Gibbons SJ, Roeder JL, Lurken MS, Zhu J, Wouters MM, Miller SM, Szurszewski JH, Farrugia G (2007) Regulation of interstitial cells of cajal in the mouse gastric body by neuronal nitric oxide. Neurogastroenterol Motil 7, 585-95.
	D'Avila reis D, Lemos EM, Silva GC, Adad SJ, Mccurley T, Correa- Oliveira R and Machado CR (2001) Phenotypic characterization of the inflammatory cells in chagasic megaesophagus. Trans R Soc Trop Med Hyg 95, 177-178.
	Da Silveira ABM, Arantes RME, Vago AR, Lemos EM, Adad SJ, Correa-Oliveira R and D'Avila Reis D (2005) Comparative study of the presence of trypanosoma cruzi kdna, inflammation and denervation in Chagasic patients with and without megaesophagus. Parasi...
	Da Silveira AB,  Adad SJ, Correa-Oliveira R, Furness JB, D'Avila Reis D (2007) Morphometric study of eosinophils, mast cells, macrophages and fibrosis in the colon of chronic chagasic patients with and without megacolon. Parasitology 134, 789-96.
	Dias, J C (2001) Chagas disease, environment, participation, and the state. Cad Saude Publica 17, 165-169.
	Epperson A, Hatton WJ, Callaghan B, Doherty P, Walker RL, Sanders KM, Ward SM, Horowitz B (2000) Molecular markers expressed in cultured and freshly isolated interstitial cells of Cajal. Am J Physiol Cell Physiolug 279, 529-39.
	Farré R, Wang XY, Vidal E, Domènech A, Pumarola M, Clave P, Huizinga JD, Jiménez M (2007) Interstitial cells of Cajal and neuromuscular transmission in the rat lower oesophageal sphincter. Neurogastroenterol Motil 19, 484-96.
	Galli SJ, Grimbaldeston M, Tsai M (2008) Immunomodulatory mast cells: negative, as well as positive, regulators of immunity. Nat Rev Immunol 8, 478-86.
	Gfroerer S, Metzger R, Fiegel H, Ramachandran P, Rolle U (2010) differential changes in intrinsic innervation and interstitial cells of Cajal in small bowel atresia in newborns. World J Gastroenterol 45, 5716-21.
	Hwang SJ, Blair PJ, Britton FC, O'driscoll KE, Hennig G, Bayguinov YR, Rock JR, Harfe BD, Sanders KM, Ward SM (2009) Expression of anoctamin 1/tmem16a by interstitial cells of Cajal is fundamental for slow wave activity in gastrintestinal muscles. J P...
	Koberle, F (1968) Chagas' disease and Chagas' syndromes: The pathology of american trypanosomiasis. Adv Parasitol 6, 63-116.
	Koberle, F (1970) The causation and importance of nervous lesions in american trypanosomiasis.  Bull World Health Organ 42, 739-743.
	Koh SD, Sanders KM, Ward SM (1998) Spontaneous electrical rhythmicity in cultured interstitial cells of Cajal from the murine small intestine. J Physiol 513, 203-13.
	Matsuyoshi H, Nakagawa T, Zhang GX, Obata K, Misawa H, Kawahara I, Takaki M (2010) Changes in contractile and electrical activity in the ileum of dss-induced colitis model w/wv mutant mice. J Smooth Muscle Res 46, 143-56.
	Pinheiro SW, Micheletti AM, Crema VO, De Castro Côbo  E, Da Silva, AC, Adad  SJ (2008) The Different Concentrations of mast cells in the musculature of the esophagus and the colon. Hum Pathol  39, 1256-64.
	Resende MM, Mill JG (2002) Alternate angiotensin II-forming pathways and their importance in physiological or physiopathological conditions. Arq Bras Cardiol 78, 425-38.
	Rolle U, Piotrowska AP, Nemeth L, Puri P (2002) Altered distribution of interstitial cells of cajal in hirschsprung disease. Arch Pathol Lab Med 126, 928-33.
	Sanders KM, Ordög T, Koh SD, Torihashi S, Ward SM (1999) development and plasticity of interstitial cells of Cajal.  Neurogastroenterol Moti 11, 11-38.
	Sanders KM (2000) Postjunctional electrical mechanisms of enteric neurotransmission. Gut 47, 23-5.
	Sanders KM, Ördög T, Koh SD, Ward SM. A novel pacemaker (2000) mechanism drives gastrointestinal rhythmicity. News Physiol Sci 15, 291-298.
	Sanders KM and Ward SM (2006) Interstitial cells of cajal: a new perspective on smooth muscle function. J Physiol 576, 721-6.
	Takaki M (2003) Gut pacemaker cells: the interstitial cells of cajal (ICC). J Smooth Muscle Res 39,137-61.
	Torihashi S, Horisawa M, Watanabe YJ (1999a) C-kit immunoreactive interstitial cells in the human gastrointestinal tract. Auton Nerv Syst 75, 38-50.
	Torihashi S, Nishi K, Tokutomi Y, Nishi T, Ward S, Sanders KM (1999b) Blockade of kit signaling induces transdifferentiation of interstitial cells of Cajal to a smooth muscle phenotype. Gastroenterology 117, 140-8.
	Wang XY, Sanders KM, Ward SM (1999) Intimate relationship between interstitial cells of cajal and enteric nerves in the guinea-pig small intestine. Cell Tissue Res 295, 247-56.
	Ward SM, Morris G, Reese L, Wang XY, Sanders KM (1998) Interstitial cells of Cajal mediate enteric inhibitory neurotransmission in the lower esophageal and pyloric sphincters. Gastroenterology 115, 314-29.
	Ward SM (2000) Interstitial cells of cajal in enteric neurotransmission. Gut (SUPPL IV) 47, IV40–IV43
	Yu S, Li Q, Cavanaugh S, Undem Bj, Ouyang A(2009) Characterization of mast cell subtypes, distribution, and antigen-induced activation in the guinea pig esophagus. Dis Esophagus 22, 600-5.

