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RESUMO 

O megaesôfago chagásico é umas das principais alterações clínicas da forma digestiva 

da doença de Chagas. Dentre as principais características desta patologia, podemos citar 

alargamento da parede do esôfago, perda da peristalse e dificuldade de deglutição dos 

alimentos. O processo inflamatório é considerado como um importante fator 

responsável pelas lesões no Sistema Nervoso Entérico. Essas lesões iniciadas ainda na 

fase aguda da doença podem persistir até a fase crônica e resultar no desenvolvimento 

do mega. Estudos têm demonstrado que alterações no perfil de neuropeptídeos, tais 

como o polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) e substância P são capazes de promover 

alterações na barreira epitelial, distúrbios motores e induzir o processo inflamatório em 

várias patologias que acometem o trato gastrointestinal (GI). O presente trabalho teve 

como objetivo avaliar evidências de participação de VIP e substância P na patologia do 

megaesôfago induzido pela infecção por Trypanosoma cruzi. Além disso, propomos 

investigar possíveis interações entre as estruturas do esôfago através da 

imunorreatividade de seus receptores VPAC2 e NK1. Os resultados qualitativos 

demonstram imunorreatividade a VIP e substância P em filetes nervosos, eosinófilos e 

células epiteliais do esôfago de indivíduos infectados com e sem megaesôfago e 

indivíduos não infectados. Além disso, foram demonstradas células epiteliais, vasos 

sanguíneos, células mononucleares imunorreativas (IR) à VPAC2 e NK1, e 

imunorreatividade apenas a VPAC2 em células polimorfonucleares, células musculares 

lisas e células enterogliais do esôfago de todos os indivíduos analisados. As análises 

semi-quantitativas revelaram que os indivíduos infectados com megaesôfago 

apresentam diminuição na densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e aumento na 

densidade relativa de filetes nervosos substância P-IR; aumento na porcentagem de 

eosinófilos VIP-IR e substância P-IR; diminuição na densidade de células epiteliais 

VIP-IR, substância P-IR, VPAC2-IR e NK1-IR. Além disso, foi observada correlação 

positiva entre a densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e a densidade de filetes 

nervosos PGP-9.5-IR e uma correlação negativa entre as marcações de eosinófilos, VIP 

e substância P e o número de neurônios. Diante desses dados ousamos sugerir que 

alterações no perfil de VIP e substância P devem contribuir para a patologia do 

megaesôfago chagásico, através da sua interferência no processo inflamatório e na 

homeostase da barreira epitelial da mucosa.  



15 

 

PALAVRAS CHAVE: megaesôfago chagásico, sistema nervoso entérico, barreira 

epitelial da mucosa, células inflamatórias, VIP, substância P. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

ABSTRACT 

The chagasic megaesophagus is one of the major clinical changes in digestive form of 

Chagas disease. Among the main characteristics of this condition, we can mention 

enlargement of the esophagus wall, loss of peristalsis and difficulty in swallowing food. 

The inflammatory process is considered as an important factor responsible for injuries 

in the Enteric Nervous System. These lesions started in the acute phase of the infection, 

and it may persist into the chronic phase, which can lead the development of mega. 

Studies have shown that changes in the profile of neuropeptides, such as vasoactive 

intestinal polypeptide (VIP) and substance P are capable of promoting changes in 

epithelial barrier, motor disorders and induce inflammation in several diseases affecting 

the gastrointestinal tract (GI). This study aimed to look for evidences of VIP and 

substance P involvements in the pathology of Trypanosoma cruzi-induced 

megaesophagus.  It was demonstrated immunoreactivity to VIP and substance P in 

nerve fibers, eosinophils and epithelial cells of the esophagus in individuals infected 

with and without megaesophagus and in uninfected individuals. Furthermore, it was 

shown epithelial cells, blood vessels, and mononuclear cells immunostained with 

VPAC2 and NK1, the receptors for VIP and substance P, respectively. Besides, VPAC2 

immunoreactivity was also observed on polymorphonuclear cells, smooth muscle cells 

and enteroglial cells, in all groups examined. The semi-quantitative analyzes revealed 

decreased in the relative density of VIP-IR nerve fibers and increased in the relative 

density of substance P-IR fibers, in patients with megaesophagus; increase in the 

percentage of eosinophils VIP-IR and substance P-IR and decrease in the density 

epithelial cells immunostained with VIP, substance P-IR, VPAC2-IR and NK1-IR. It 

was further demonstrated that, in individuals infected without megaesophagus, there are 

positive correlations between inervation and the relative density of VIP-IR nerve fibers, 

and also between the percentages of eosinophils immunostaing for VIP and substance P 

and the number of neurons. Given these data we dare suggest that changes in the profile 

of VIP and substance P should contribute to the pathology of chagasic megaesophagus, 

through its interference in inflammation and homeostasis of the mucosal epithelial 

barrier. 

KEY WORDS: chagasic megaesophagus, enteric nervous system, mucosal epithelial 

barrier, inflammatory cells, VIP, substance P.  
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INTRODUÇÃO  

 

1. Doença de Chagas 

  

A doença de Chagas é causada pelo parasito intracelular Trypanosoma cruzi (T. 

cruzi). É considerada uma doença endêmica rural e assumiu grande importância nos 

centros urbanos, devido ao processo de migração do campo para a cidade (DIAS et al., 

2002; AGUILAR et al., 2007). A doença instalou-se como zoonose devido à 

interferência do homem nos reservatórios naturais e consequentemente resultaram em 

desequilíbrios ecológicos que levaram os insetos vetores hematófagos, “os barbeiros”, a 

se adaptarem ao domicílio humano. Assim, o sangue de animais domésticos e do 

próprio homem passou a ser fonte de alimento para estes vetores hematófagos (DIAS 

2006b; COURA 2007). Atualmente, cerca de 16 milhões de pessoas ainda estão 

infectadas com o parasito e 75 a 90 milhões de pessoas ainda estão expostas à infecção 

na América Latina (SCHMUNIS AND YADON 2010).   

A transmissão da doença de Chagas se dá principalmente pelo inseto vetor, o 

barbeiro, o qual deposita suas fezes contaminadas com as formas infectantes do parasito 

no local da picada. Nas áreas endêmicas também são comuns outras formas de 

transmissão como a transmissão transfusional, transmissão por via oral, transmissão 

congênita, e em menor freqüência, a transmissão por transplante de órgãos e acidentes 

laboratoriais (COURA AND VIÑAS 2010; SILVEIRA AND PIMENTA JUNIOR 

2011).  

O ciclo do parasito inicia-se quando o inseto vetor suga o sangue de um 

indivíduo contaminado com as formas tripomastigotas. No intestino médio do inseto, 

esses parasitos transformam-se na forma epimastigota, multiplicam-se e migram para o 

intestino posterior do vetor, diferenciando-se aí na forma contaminante tripomastigota. 

Geralmente durante a noite, ao picar novo indivíduo, o inseto contaminado deposita 

suas fezes com as formas tripomastigotas próximo ao local da picada. Após penetrarem 

pelas mucosas ou por uma área lesada, os parasitos têm acesso à circulação linfática e 

sangüínea, indo invadir diversos tipos celulares. Uma vez dentro das células do 

hospedeiro, os parasitos transformam-se em amastigotas e após diversos ciclos de 

multiplicação, dão origem a numerosas formas tripomastigotas. As células quando 

rompidas liberam os parasitos nos tecidos adjacentes e na circulação. O ciclo se 
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completa quando um inseto pica a pessoa infectada e adquire as formas tripomastigotas 

circulantes (BRENER 1982; KOBERLE 1968). 

No homem, a fase aguda da infecção caracteriza-se pelo alto nível de parasitos 

no sangue e nos tecidos. Essa fase é marcada por destruição celular e infecção de 

diversos tipos celulares, como macrófagos, células musculares lisas, esqueléticas e 

cardíacas e células gliais (DA MATA et al., 2000; DIAS 2006a). Após um período de 

incubação de 7 a 14 dias, observa-se o aparecimento dos sintomas, que são mais 

freqüentes em crianças do que em adultos. Os sinais mais comuns são: lesão 

inflamatória no local da picada, hepatoesplenomegalia, náusea, vômito, diarréia, tosse e 

anorexia. Alguns indivíduos chagásicos morrem nessa fase devido a complicações 

associadas com miorcardite ou meningoencefalite (KOBERLE 1968).  

A transição da fase aguda para a fase crônica é acompanhada por significante 

redução dos níveis do parasito no sangue e nos tecidos, devido a uma mobilização da 

resposta imunológica do indivíduo. Nesta fase, a maioria dos indivíduos infectados 

permanece sob a forma indeterminada, ou seja, totalmente assintomáticos, com 

eletrocardiografia e radiografia do coração, esôfago e cólon normais, vindo a falecer por 

outras causas. Após um intervalo de 10 a 20 anos, alguns pacientes podem evoluir para 

a forma crônica sintomática da infecção com comprometimento cardíaco, digestivo ou 

cardio-digestivo e, mais raramente, sintomas neurológicos (KOBERLE 1961). 

A cardiopatia chagásica crônica é uma das formas clínicas mais estudadas da 

doença de Chagas. O diagnóstico baseia-se na sorologia positiva para a infecção pelo T. 

cruzi, acompanhada de evidências clínicas, eletrocardiográficas e radiológicas de 

acometimento cardíaco. Os sintomas estão relacionados principalmente com distúrbios 

da condução e do ritmo cardíacos, insuficiência cardíaca congestiva, fenômenos 

tromboembólicos e arritmias graves.  Nos estágios mais avançados dessa forma, os 

pacientes apresentam um aumento acentuado do coração e microscopicamente observa-

se um infiltrado inflamatório focal ou difuso, fibrose intersticial, degeneração de células 

miocárdicas e degeneração autonômica (MACHADO et al., 2000; RASSI et al., 2007; 

MARIN-NETO et al., 2007). 

O comprometimento do trato digestivo na doença de Chagas ocorre com 

freqüência variável, conforme a região endêmica estudada, e pode apresentar-se ou não 

associado à cardiomiopatia chagásica. Estudos epidemiológicos em áreas endêmicas do 

Brasil demonstram que 8-10% dos pacientes crônicos possuem a forma digestiva da 
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doença (DIAS et al., 2002). No Brasil, os casos da forma digestiva da doença de Chagas 

englobam principalmente a região central do país, compreendendo parte dos estados de 

Minas Gerais, Goiás, São Paulo, Bahia e sul do Piauí (DE REZENDE 1984). 

Na forma digestiva da doença de Chagas, as alterações mais comuns e 

expressivas ocorrem no esôfago e no cólon, que podem evoluir para o megaesôfago ou 

megacólon, respectivamente. Outras manifestações digestivas podem ser raramente 

apresentadas na fase crônica da infecção, tal como megaduodeno, megajejuno e 

megaíleo (OLIVEIRA et al., 1998; MENEGHELLI 2004).  

O diagnóstico para a forma digestiva da doença de Chagas é feito através de 

exames clínicos e exames radiológicos, por meio da ingestão de contraste para avaliação 

da motilidade e da dilatação do órgão (MENEGHELLI 2004). As alterações no esôfago 

variam desde o mais leve distúrbio motor até os grandes dolicomegaesôfagos. De 

acordo com RESENDE e cols. (1960), o megaesôfago pode ser classificado 

radiologicamente em quatro grupos: 1) esôfagos de calibre aparentemente normal ao 

exame radiológico, com trânsito lento e pequena retenção de contraste; 2) esôfagos com 

pequeno e moderado aumento de calibre e apreciável retenção de contraste; 3) esôfagos 

com grande aumento de calibre, hipotonia, atividade motora reduzida e grande retenção 

de contraste e 4) dolicomegaesôfagos – esôfagos com grande capacidade de retenção, 

atônico e alongado. 

Os sintomas mais comuns apresentados por pacientes portadores de 

megaesôfago são disfagia, regurgitação e perda de peso (KOBERLE 1968). A disfagia é 

a manifestação mais freqüente da doença, tendo sido descrita pelo próprio Carlos 

Chagas, em 1916. O paciente sofre dificuldades para deglutir alimentos sólidos, 

necessitando de líquido para permitir a sua propagação, porém na fase mais avançada da 

doença, observa-se também nesses pacientes uma dificuldade para deglutir alimentos 

líquidos (CHAGAS 1916).  

As alterações motoras no megaesôfago estão presentes ao longo de todo o órgão, 

sendo mais intensas nos 2/3 distais do órgão, constituído de musculatura lisa. Alterações 

na resposta do esfíncter inferior do esôfago à deglutição foram identificadas, quer como 

incapacidade do esfíncter relaxar-se, parcial ou totalmente (acalasia), quer pela abertura 

antecipada ou retardada, em relação à onda peristáltica (KOBERLE 1968). Como 

consequência das perturbações motoras, o transporte de alimento no esôfago torna-se 

lento e irregular, causando estagnação e dilatação do órgão que, por sua vez, conduz à 
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hipertrofia do músculo, dificultando ainda mais a passagem do conteúdo (KOBERLE 

1963; MARTINS CAMPOS AND TAFURI 1973). 

Os dados da literatura não deixam dúvidas quanto ao papel das lesões de 

neurônios do sistema nervoso entérico (SNE) no desenvolvimento das desordens 

anatômicas e funcionais associadas ao megaesôfago chagásico. KOBERLE (1968), ao 

analisar o esôfago e o cólon de pacientes chagásicos portadores e não portadores de 

megaesôfago e megacólon demonstrou que os pacientes portadores de mega 

apresentaram diminuição na contagem neuronal. Segundo o autor, para o 

desenvolvimento dos megas, o esôfago e o cólon deveriam sofrer 95% e 55% de 

desnervação, respectivamente. Além disso, TAFURI e cols. (1971) demonstraram que 

os neurônios da parede do esôfago e do cólon de pacientes chagásicos com a forma 

digestiva podem apresentar-se hipertrofiados e/ou com sinais de degeneração.  

As alterações microscópicas que são comumente observadas no esôfago de 

pacientes chagásicos portadores de mega consistem de ganglionite, periganglionite, 

neurite, perineurite e intensos fenômenos degenerativos dos neurônios chegando à 

destruição completa dos gânglios mioentéricos com consecutiva fibrose (TAFURI et al., 

1971). Os infiltrados inflamatórios presentes na túnica muscular esofágica desses 

pacientes são compostos de 72-93% de linfócitos T CD3
+
, de 6-29% de macrófagos 

CD68
+
 e 1-4% de linfócitos B CD20

+
. Cerca de 1-35% das células do infiltrado 

inflamatório nas camadas musculares expressam antígeno intracelular de célula T-1 

(TIA-1), uma proteína encontrada em linfócitos T citotóxicos e células natural killer, 

conhecida por induzir apoptose em células infectadas e células cancerígenas (D’ÁVILA 

REIS et al., 2001). Em pacientes portadores de megaesôfago, células do sistema imune 

com potencial citotóxico são observadas também nos plexos nervosos da parede do 

órgão. Nessa região observam-se linfócitos TIA-1, células natural killer, eosinófilos, 

mastócitos e macrófagos (DA SILVEIRA et al., 2005). 

Através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), DA SILVEIRA e 

cols. (2005) detectaram o kDNA do T. cruzi em amostras de tecidos de esôfago de 

pacientes chagásicos portadores de megaesôfago em 100% dos casos analisados. Além 

disso, o kDNA do parasito, bem como inflamação discreta, foram observados também 

em alguns indivíduos infectados sem megaesôfago e com órgão de calibre dentro da 

faixa de normalidade (VAGO et al., 1996). Análises estatísticas demonstraram uma 

correlação positiva entre intensidade do processo inflamatório, presença do parasito e 
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grau de desnervação, sugerindo que as lesões teciduais observadas na forma digestiva 

da doença de Chagas sejam pelo menos em parte, conseqüência de mecanismos imune 

citotóxicos, dependentes da presença do T. cruzi (DA SILVEIRA et al., 2005).  

Estudos posteriores demonstraram que pacientes chagásicos não portadores de 

megaesôfago podem também apresentar baixa contagem neuronal, sem qualquer 

sintoma da doença digestiva (ADAD et al., 1991; DA SILVEIRA et al., 2005). Através 

da utilização de um marcador pan-neuronal, o produto gênico da proteína 9.5 (PGP 9.5), 

autores demonstraram diminuição significativa na densidade de filetes nervosos PGP 

9.5 imunorreativo (IR) nas camadas musculares do esôfago de pacientes chagásicos com 

megaesôfago (NASCIMENTO et al., 2010). Logo, os autores sugeriram que a contagem 

neuronal por si só nem sempre se relaciona com desenvolvimento do megaesôfago 

chagásico, sendo necessário avaliar também a inervação nas camadas musculares. 

 

2. Breve revisão sobre a fisiologia do trato gastrointestinal 

 

 O trato gastrointestinal (GI) é um sistema responsável pela digestão, absorção de 

nutrientes, secreção e reabsorção de fluidos. Estas funções dependem da atividade 

contrátil da musculatura lisa para misturar e propagar o conteúdo intestinal em 

condições fisiologicamente normais. Ambas as funções, são reguladas primariamente 

pelo SNE, localizado na própria parede do órgão, estendendo desde a musculatura lisa 

do esôfago até o ânus. Em circunstâncias normais, a função do trato GI é regulada pela 

combinação de influências intrínsecas e extrínsecas. As influências intrínsecas são 

conduzidas por neurônios situados em dois grandes plexos, o mioentérico e o 

submucoso, enquanto que as influências extrínsecas são representadas pelas 

subdivisões, simpática e parassimpática do sistema nervoso autônomo (SNA). 

Entretanto, uma característica única do SNE é que ele pode regular as funções do trato 

GI na ausência do SNA (FURNESS AND COSTA 1980; WOOD et al., 1999).   

 O plexo mioentérico ou plexo de Auerbach está situado entre as duas camadas 

da muscular própria. Nesse plexo, encontram-se a grande maioria dos corpos neuronais 

do SNE, com predomínio de neurônios motores, os quais estendem projeções de feixes 

nervosos para as camadas musculares, interna e externa. Além disso, outros neurônios 

presente nesse plexo emitem projeções para as outras camadas do trato GI, como 

mucosa e submucosa (GABELLA 1972; WOOD et al., 1999).  
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O plexo submucoso ou plexo de Meissner está situado na camada submucosa, 

sendo formado de gânglios interconectados por feixes nervosos que inervam 

principalmente a mucosa, vasos sanguíneos e glândulas. O plexo submucoso é formado 

por camadas que são identificadas como interna (ou plexo de Meissner) adjacente à 

muscular da mucosa e, externa (ou plexo de Henle) próxima à muscular interna. Em 

alguns casos uma camada intermediária, pode ser identificada entre as camadas interna 

e externa. Esse plexo é mais desenvolvido nos intestinos (HOYLE AND BURNSTOCK 

1989; TIMMERMANS et al., 2001).  

Os circuitos neurais entéricos são compostos de neurônios organizados em 

gânglios conectados por feixes interganglionares. No SNE o número de neurônios é 

cerca de 100 milhões, sendo que a distribuição destes e a codificação neuroquímica dos 

mesmos variam em diferentes locais do trato GI. Funcionalmente, estes neurônios 

podem ser classificados em neurônios aferentes primários intrínsecos (IPANs) ou 

neurônios sensoriais, interneurônios e neurônios motores que agem sobre diferentes 

células efetoras, incluindo músculo liso, vasos sanguíneos locais, glândulas e epitélio 

(COSTA et al., 2000).  

 Os IPANs ou neurônios sensoriais são responsáveis por detectar as condições 

dentro do trato GI e transmiti-las para um circuito neural integrado. Na presença de um 

estímulo químico ou mecânico, os IPANs respondem modificando o estado funcional 

do órgão, levando a alterações reflexas na atividade contrátil, no transporte de fluido 

através da mucosa e no fluxo sanguíneo local. Os IPANs estão localizados em ambos os 

plexos, mioentérico e submucoso e emitem projeções principalmente para a mucosa. 

Além disso, realizam sinapse com outros IPANs, interneurônios e neurônios motores 

excitatórios e inibitórios. Seus transmissores são acetilcolina e taquicininas 

(neuroquinina A, neuroquinina B e substância P) (FURNESS et al., 2004; FURNESS 

2006). 

 Os interneurônios também estão presentes em ambos os plexos, mioentérico e 

submucoso e fazem sinapse com outros interneurônios, neurônios motores e IPANs. Os 

neurotransmissores excitatórios utilizados pelos interneurônios são acetilcolina e 

taquicininas (neuroquinina A, neuroquinina B e substância P), enquanto que os 

inibitórios são óxido nítrico (NO) e polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) (KUNZE 

AND FURNESS 1999; BORNSTEIN et al., 2004).  
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Os neurônios motores são subdivididos em três grupos, os motores musculares, 

os secretomotores e os vasomotores. Os neurônios motores musculares inervam ambas 

as camadas musculares do trato GI. Eles podem ser divididos em dois grupos, os 

excitatórios e os inibitórios. Os neurônios excitatórios utilizam acetilcolina e 

taquicininas (neuroquinina A, neuroquinina B e substância P) como neurotransmissores, 

enquanto os neurônios inibitórios utilizam outros neurotransmissores como, NO, VIP e 

tri-fosfato de adenosina (ATP). Os secretomotores e os vasomotores inervam 

principalmente a mucosa e estão relacionados com o controle da secreção de fluidos e 

eletrólitos, e do fluxo sanguíneo (HANSEN 2003a; WOOD 2007). 

O epitélio do trato GI é um dos tecidos mais dinâmicos no organismo adulto. 

Sua renovação é bastante rápida e envolve diversos processos celulares, tais como, 

proliferação, diferenciação e eliminação que pode ocorrer por apoptose ou esfoliação 

(VAN DER FLIER AND CLEVERS 2009). Além de separar o conteúdo do lúmen das 

estruturas internas do corpo, a integridade da barreira epitelial também é fundamental 

para defesa contra a invasão de patógenos. No entanto, as mucosas são também 

responsáveis pela absorção de nutrientes e secreção de fluidos, o que exige uma barreira 

seletivamente permeável (MAGALHÃES et al., 2007; TURNER 2009). A queda dessa 

barreira epitelial permite a invasão de antígenos, e consequentemente, a ativação de 

células do sistema imune, como observado na doença de Crohn (FRIES et al., 2005). 

Embora o SNE desencadeie efeitos sobre a permeabilidade intestinal, a secreção dos 

neuropeptídeos VIP (NEUNLIST et al., 2003b; TOUMI et al., 2003; CONLIN et al., 

2009) e substância P na mucosa (KOON et al., 2007,; TURNER et al., 2007), têm sido 

apontada por estar envolvida no controle da proliferação e na organização das células 

epiteliais. Outros mediadores como o fator transformador de crescimento-beta (TGF-β), 

produzido pelas células epiteliais (CAO et al., 2009) e pelas células enterogliais 

(NEUNLIST et al., 2007), também exerce efeitos sobre o epitélio de mucosa, inibindo a 

proliferação celular e induzindo a apoptose. Além disso, as células enterogliais, também 

tem desempenhado efeitos sobre o reestabelecimento da barreira epitelial, através da 

liberação de outros mediadores, como s-nitrosoglutationa (SAVIDGE et al., 2007) e 

fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) (ZHANG et al., 2010).  

Logo, o balanço entre neuropeptídeos e mediadores na mucosa do trato GI 

comparece como fator importante na manutenção da barreira epitelial e também da 

homeostase do sistema imune de mucosa. Entretanto, um desequilíbrio nesse 
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microambiente pode favorecer reações imunológicas e conduzir a quebra da tolerância 

imune (SOUZA-MOREIRA et al., 2011).   

O sistema imunológico do trato GI é referido como tecido linfóide associado ao 

trato gastrointestinal (GALT) e desempenha várias funções como defesa contra 

patógenos e manutenção deste microambiente. Anatomicamente e funcionalmente, o 

GALT é composto de células imunes, principalmente linfócitos T e B, dispersos no 

epitélio e na lâmina própria, e também organizado em estruturas, como os nódulos 

linfóides mesentéricos, placas de Peyer e folículos linfóides isolados (MACDONALD 

2003). Além dos linfócitos T e B, são encontrados na mucosa do trato GI, grande 

quantidade de imunoglubulinas (Ig) A, macrófagos, células dendríticas, mastócitos e 

eosinófilos (SPAHN AND KUCHARZIK 2004; LÓPEZ 2007). Nesse microambiente, 

as células imunes comunicam com neurônios e outros componentes celulares do trato 

GI através de diversos mediadores, dentre eles várias citocinas pró e antiinflamatórias, 

como interferon (IFN)-γ, interleucina (IL)-1β, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, 

IL-23 e fator de necrose tumoral (TNF)-α (MARINI et al., 2003; MANNON  et al., 

2004; OHMAN et al., 2009; FU et al., 2009; LIU et al., 2011; CHANG et al., 2012; 

CHEN et al., 2012) e neuropeptídeos, VIP (SMALLEY et al., 2009) e substância P 

(KOON AND POTHOULAKIS 2006).  

 

2.1 Interações neuroimunes nas doenças inflamatórias intestinais 

 

Estudos sobre SNE e células imunes têm chamado atenção para o papel dos 

neuropetídeos e seus receptores na indução, manutenção e exacerbação da resposta 

inflamatória nas doenças que acometem o trato GI como a doença do intestino irritável 

(IBD), caracterizadas principalmente pela doença de Crohn e colite ulcerativa, e a 

síndrome do intestino irritável (IBS) (HOFFMAN 2012; CIESIELCZYK AND THOR 

2013). Os neuropeptídeos são considerados mediadores chave na comunicação entre 

neurônios, e entre neurônios e células efetoras, como músculo liso, glândulas, células 

epiteliais, vasos sanguíneos e células imunes (FURNESS 2012). Em resposta às 

infecções, toxinas ou traumas, os neuropeptídeos são liberados por terminações 

nervosas presentes na mucosa e em outras partes da parede do trato GI, a fim de 

modular a função das células efetoras, incluindo vasodilatação, aumento da secreção de 

fluidos, contração da musculatura lisa e promovendo o recrutamento de leucócitos, bem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spahn%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14960534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kucharzik%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14960534
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como a desgranulação de mastócitos (KOON AND POTHOULAKIS 2006; DELGADO 

E GANEA 2008; SMALLEY et al., 2009; CHANDRASEKHARAN et al., 2013).  Por 

outro lado, as células imunes são capazes de liberar mediadores inflamatórios capazes 

de alterar as propriedades dos neurônios entéricos, como comportamento 

eletrofisiológico e composição neuroquímica (SCHEMANN AND NEUNLIST 2004; 

LOMAX et al., 2006). Além disso, as células imunes podem também produzir 

neuropeptídeos em resposta a sinais antigênicos ou inflamatórios, e esses 

neuropeptídeos podem agir de uma maneira autócrina/parácrina através de receptores 

específicos expressos nas células imunes, neurônios e outros compartimentos celulares 

(GONZALEZ-REY  AND DELGADO 2007; LÜHDER et al., 2009). Logo, essa 

interação bidirecional entre SNE e sistema imune é fundamental para manter o 

equilíbrio homeostático do microambiente do trato GI. Assim, qualquer alteração em 

um desses sistemas pode promover um desequilíbrio interno, e consequentemente, 

resultar no desenvolvimento de desordens inflamatórias e autoimunes.  

 

3. VIP e substância P 

 

VIP é um peptídeo de 28 aminoácidos e se encontra amplamente distribuído nos 

sistemas nervoso, endócrino e imune, sendo reconhecido como importante molécula 

sinalizadora na comunicação neuro-imune (GOMARIZ et al., 2001; GRONEBERG et 

al., 2006). Em função da sua ampla distribuição nos Sistemas Nervoso Central (SNC) e 

Periférico (SNP), VIP pode agir como neurotransmissor em muitos tecidos (GOZES 

AND FURMAN 2003). Além disso, VIP desempenha importante papel na modulação 

do sistema imune, agindo como um potente fator antiinflamatório (DELGADO et al., 

2002; GONZALEZ-REY et al., 2007).  

VIP desempenha suas funções através da interação com receptores de 

membrana, VPAC1 e VPAC2, expressos sobre diversos tipos celulares (SMALLEY et 

al., 2009). Esses receptores estão acoplados à proteína G (GPCRs) e apresentam a 

mesma afinidade pelo neuropeptídeo. A interação entre VIP e seus receptores está 

envolvida com aumento citoplasmático de adenosina 5’-monofosfato cíclico (cAMP), 

adenilato ciclase e fosfolipase C, a qual pode desencadear uma cascata de efeitos 

inibitórios sobre uma variedade de fatores de transcrição envolvidos na expressão 

gênica de citocinas inflamatórias, quimiocinas e fatores co-estimulatórios, incluindo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzalez-Rey%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17688953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delgado%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17688953
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NF-κβ e MAPK. Após o uso, os receptores VPAC são internalizados e reciclados para 

membrana (LABURTHE et al., 2007; COUVINEAU AND LABURTHE 2012). 

O receptor VPAC1 é amplamente distribuído no SNC, sendo muito abundante 

no córtex e no hipocampo (USDIN et al., 1994). No SNP, esse receptor é encontrado no 

fígado, pulmão, intestino, glândula mamária e próstata (REUBI et al., 2000; SCHULZ 

et al., 2004; GARCIA-FERNADEZ et al., 2005). O receptor VPAC2 é encontrado 

principalmente no tálamo e no núcleo supraquiasmático e em baixos níveis no 

hipocampo, tronco encefálico, cordão espinhal e gânglios da raiz dorsal (USDIN et al., 

1994; SHEWARD  et al., 1995; CAGAMPANG et al., 1998).  Nos tecidos periféricos, 

VPAC2 pode ser encontrado principalmente no músculo liso dos sistemas reprodutor, 

gastrointestinal e cardiovascular, e nas glândulas mamárias (REUBI et al., 2000; 2004 

SCHULZ et al., 2004; GARCIA-FERNADEZ et al., 2005). 

No trato GI, VIP é amplamente expresso por neurônios entéricos e é considerado 

como um dos principais neurotransmissores inibitórios. Seus efeitos são mediados 

através do receptor VPAC2, expresso amplamente nas camadas musculares lisas dos 

órgãos (ROBBERECHT et al., 1998; VANNESTE et al., 2004). Na mucosa, VIP é 

encontrado em neurônios secretomotores e vasomotores, os quais desempenham efeitos 

sobre o epitélio e os vasos sanguíneos, respectivamente, promovendo a secreção de 

fluidos e vasodilatação (HANSEN 2003b; FURNES et al., 2004). A ação de VIP sobre 

os vasos sanguíneos é mediada principalmente por VPAC2 (REUBI 2000). Além disso, 

estudo tem demonstrado que os vasos sanguíneos são imunorreativos a VIP, mas não há 

evidências de que células endoteliais são fonte desse neuropeptídeo (KOVSCA 

JANJATOVIC et al., 2012). Em função da proximidade entre as células epiteliais e 

filetes nervosos VIP-IR na mucosa, estudos tem sugerido que VIP está envolvido na 

integridade da barreira epitelial in vivo e in vitro, promovendo diminuição da 

permeabilidade intestinal e aumento na expressão de proteínas que compõem a zônula 

de oclusão nas células epiteliais (NEUNLIST et al., 2003b; CONLIN et al., 2009). 

Além disso, VIP também está envolvido no controle da proliferação e organização das 

células epiteliais intestinais (TOUMI et al., 2003). Outros estudos também tem 

demonstrado in vivo e in vitro o papel anti-proliferativo de VIP sobre as células 

epiteliais cancerígenas do fígado (ABSOOD et al., 2008) e dos rins (VACAS et al., 

2012). Estudos em humanos têm demonstrado imunorreatividade para VIP e a 

expressão do seu mRNA (TODOROVIC et al., 1996; JÖNSSON et al., 2012) além da 
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imunorreatividade à seus receptores VPAC1 em células epiteliais e VPAC2 em células 

neuroendócrinas (REUBI et al., 2000; HARMAR et al., 2004; SCHULZ et al., 2004) da 

mucosa dos órgãos do trato GI, sugerindo uma regulação autócrina. 

Além dos neurônios entéricos e células epiteliais, VIP também pode ser 

produzido por mastócitos (CUTZ et al., 1978; WERSHIL et al., 1993), neutrófilos 

(O’DORISIO et al., 1980; LYGREN et al., 1984), eosinófilos (METWALI et al., 1994) 

e linfócitos T (VASSILIOU et al., 2001). Essas células também podem ser moduladas 

por VIP através da interação com os receptores VPAC. VPAC1 pode ser expresso 

constitutivamente nas células T, B, macrófagos (YUKAWA et al., 2007), neutrófilos 

(HARFI et al., 2004) e eosinófilos (DUNZENDORFER et al., 1998), enquanto VPAC2 

é expresso constitutivamente em mastócitos (KULKA et al., 2008) e pode ser induzido 

em células ativadas como em linfócitos T (LARA-MARQUEZ et al., 2001), 

plasmócitos (WANG et al., 2007) e monócitos (DEWIT et al., 1998).  

A modulação das células imunes por meio do neuropeptídeo VIP tem sido 

bastante discutida na literatura. Estudos in vitro têm demonstrado que VIP exibe uma 

potente atividade antiinflamatória por diminuir a produção de citocinas IL-6 e TNF-α 

por monócitos (KOJIMA et al., 2005); diminuir a produção de quimiocinas e 

mediadores inflamatórios (prostaglandinas e óxido nítrico) por macrófagos, células 

dendríticas e micróglia (DELGADO AND GANEA 2001; GONZALEZ-REY AND 

DELGADO 2008; CHORNY AND DELGADO 2008); aumentar a síntese de IL-10 em 

macrófagos (DELGADO et al., 1999a);  diminuir a síntese de IL-16 em eosinófilos e 

consequentemente, inibir a quimiotaxia de linfócitos (DUNZENDORFER et al., 2003); 

inibir a citotoxicidade dependente de anticorpo em neutrófilos (PALERMO et al., 

1996); induzir a produção de CCL22 (quimicina que induz a migração de células Th2) e 

inibir a produção de CXCL10 (quimicina que induz a migração de células Th1) em 

células dendríticas (DELGADO et al., 2004); diminuir a expressão de receptores tipo 

Toll em células sinoviais (GUTIÉRREZ-CAÑAS et al., 2006; ARRANZ et al., 2008), 

macrófagos, células dendríticas e linfócitos (GOMARIZ et al., 2005); e induzir a 

expressão de FoxP3 em células T reguladoras (POZO et al., 2009; ANDERSON AND 

GONZALEZ-REY 2010). 

Substância P é um neuropeptídeo de 11 aminoácidos pertencente à família das 

taquicininas. Esse neuropeptídeo encontra-se localizado no SNC e nos tecidos 

periféricos, incluindo todo o trato GI. Dentre suas funções, substância P tem se 
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destacado como neurotransmissor e neuromodulador, desempenhando um papel pró-

inflamatório (SEVERINE et al., 2002; O’CONNOR  et al., 2004; NICOLETTI et al., 

2012).  

Os efeitos de substância P são mediados por três diferentes receptores acoplados 

à proteína G (GPCRs), chamados de neuroquinina (NK)-1, 2 e 3 (SEVERINE et al., 

2002; ALMEIDA et al., 2004). Substância P se liga com alta afinidade ao receptor NK-

1 e com baixa afinidade aos receptores NK-2 e NK-3 (MAGGI 1995). A ligação do 

neuropeptídeo ao seu receptor de alta afinidade NK-1, ativa a fosforilação de proteínas 

quinase Cδ, a qual ativa o sistema NF-κβ, conduzindo ao aumento na síntese de 

citocinas proinflamatórias (KOON AND POTHOULAKIS 2006).  

No SNC, o receptor NK1 é expresso em neurônios e células da glia 

(LAZARCZYK et al., 2007). Nos órgãos periféricos, NK1 pode ser encontrado em 

células do tecido ósseo (GOTO AND TANAKA 2002); trato GI (LECCI et al., 2006); 

trato reprodutor masculino (RAVINA et al., 2007) e feminino (PENNEFATHER et al., 

2004); sistema cardiovascular (WALSH AND MCWILLIAMS 2006) e sistema imune 

(ZHANG et al., 2006).  

No trato GI, substância P é encontrada principalmente nos neurônios motores 

excitatórios e nos neurônios sensoriais. Os neurônios motores excitatórios são 

responsáveis por induzir a contração da musculatura lisa do trato GI através da interação 

com os receptores NK1 e principalmente com NK2, ambos expressos nas camadas 

musculares lisas (WOOD 2007; SHIMIZU et al., 2008). Os neurônios sensoriais ou 

IPANS exercem seus efeitos sobre o epitélio e vasos sanguíneos através dos receptores 

NK1. Estudos in vitro têm demonstrado que substância P é capaz de induzir a 

proliferação, migração (GOODE et al., 2003; TURNER et al., 2007) e a expressão de 

fatores antiapoptóticos e angiogênicos nas células epiteliais do cólon (KOON et al., 

2007; 2008). GOODE e cols. (2003) demonstraram in vitro que a expressão de NK1 é 

aumentada em células epiteliais quando as mesmas são tratadas com citocinas 

proinflamatórias, como IFN-γ, TNF-α e IL-1β. Logo, a expressão de NK1 em células 

epiteliais do cólon de indivíduos controle, poderia refletir o perfil de citocinas do 

microambiente da mucosa (GOODE et al., 2003). Quanto aos vasos sanguíneos, estudos 

in vivo e in vitro têm demonstrado que substância P estimula a angiogênese, induzindo a 

síntese de óxido nítrico e a proliferação das células endoteliais através de NK1 (ZICHE 

et al., 1994; SEEGERS et al., 2003). Além dos neurônios entéricos, estudo tem 
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demonstrado imunorreatividade para substância P em células epiteliais e vasos 

sanguíneos do trato GI de indivíduos controle (MAZUMDAR AND DAS 1992). Não há 

evidências se essas estruturas poderiam ser fonte desse neuropeptídeo ou se isso estaria 

relacionado com uma possível captação.  

Além dos neurônios entéricos, as células do sistema imune também são capazes 

de produzir substância P e expressar seus receptores. Logo, essas células também são 

capazes de promover uma regulação autócrina e também de exercer influência sobre 

outras estruturas do trato GI, principalmente sobre o SNE. Dentre as células imunes 

produtoras de substância P podemos citar, os macrófagos, linfócitos (LAI et al., 1998; 

2002) e eosinófilos (METWALI et al., 1994). Já a expressão de NK1 pode ser 

observada em linfócitos T (COOK et al., 1994; MCCORMACK et al., 1996), linfócitos 

B (STANISZ et al., 1987), macrófagos (HO et al., 1997), neutrófilos (WOZNIAK et al., 

1993), mastócitos (SHANAHAN et al., 1985) e células natural killer (LIGHVANI et 

al., 2005). Há evidências de que os eosinófilos também expressam o receptor NK1, uma 

vez que os efeitos sobre a quimiotaxia foram inibidos in vitro através de antagonistas 

para NK1 (EL-SHAZLY et al., 1996). Além disso, RENZI e cols. (2000) demonstraram 

a expressão de NK2 em eosinófilos. 

A ação pró-inflamatória de substância P pode ser determinada pela capacidade 

de estimular, a síntese de IFN-γ e (WEINSTOCK et al., 2003; BLUM et al., 2003) 

MIP-1β em linfócitos T (GUO et al., 2002); TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6 em linfócitos T, 

macrófagos e neutrófilos (DELGADO et al., 2003); desgranulação de mastócitos (LI et 

al., 2012; ZHAO et al., 2013); migração e desgranulação de eosinófilos (EL-SHAZLY 

et al., 1997); migração e citotoxicidade de células natural killer (FEISTRITZER et al., 

2003; FU et al., 2011). 

 

3.1 VIP e substância P nas doenças do trato gastrointestinal 

 

O desequilíbrio neuroquímico no trato GI tem sido alvo de muitos estudos e por 

isso, tem sido apontado como fator determinante e/ou mantenedor das alterações 

fisiológicas e imunológicas (SMALLEY et al., 2009; BEN-HORIN AND CHOWERS 

2008). Estudos têm demonstrado que pacientes com colite ulcerativa apresentaram 

redução dos níveis de VIP na mucosa do cólon (RENZI et al., 1998; JONSSON et al., 

2007). JONSSON e cols. (2012) demonstraram baixa imunorreatividade para VIP e seu 
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receptor VPAC1 nas células epiteliais do cólon de pacientes com colite ulcerativa. 

KAMINSKA e cols. (2007) demonstraram diminuição de filetes nervosos VIP-IR na 

mucosa do cólon de crianças portadoras de colite ulcerativa. Em pacientes com acalásia 

idiopática foram observadas diminuição de filetes nervosos VIP-IR nas camadas 

musculares, interna e externa do esôfago (WATTCHOW AND COSTA 1996). Outros 

trabalhos também têm demonstrado diminuição de neurônios VIP-IR no plexo 

mioentérico de pacientes com megacólon chagásico (DA SILVEIRA et al., 2007c), 

acalásia idiopática (VILLANACCI et al., 2010) e colite ulcerativa (KAMINSKA et al., 

2006). Nesses casos, a queda da inervação VIPérgica mostra-se associada à distúrbios 

peristálticos e a intenso processo inflamatório. Confirmando esse papel, trabalho 

desenvolvido em animais VIP-knockout (KO) tem demonstrado alterações anatômicas e 

fisiológicas no trato GI (LELIEVRE et al., 2007).  Em modelo de colite experimental, 

camundongos VPAC1-KO e VPAC2-KO desenvolveram alterações clínicas e 

histológicas relacionadas à doença e níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias. 

Segundo os autores, as alterações foram mais significativas nos animais VPAC2-KO 

(YADAV et al., 2011).  

Curiosamente, autores têm demonstrado variações dos níveis de VIP no cólon e 

no sangue de pacientes com colite ulcerativa em diferentes graus da doença. 

TODOROVIC e cols. (1996) demonstraram diminuição da concentração de VIP no 

sangue e no cólon de pacientes com a doença em estágio brando. Por outro lado, os 

pacientes em estágio moderado ou severo apresentaram aumento dos níveis de VIP no 

plasma e nos tecidos. Além disso, foi observado aumento da imunorreatividade para 

VIP na camada epitelial do cólon desses pacientes e nas células inflamatórias da lâmina 

própria. METWALI e cols. (1994) demonstraram aumento de eosinófilos VIP-IR na 

mucosa do cólon de pacientes com doença de Crohn. 

Trabalhos também têm demonstrado forte associação entre o baixo nível de VIP 

em doenças autoimunes, como artrite reumatóide (JUARRANZ et al., 2008), lúpus e 

tireoidite autoimune (BANGALE et al., 2003). Baseado nessas informações, VIP tem se 

destacado como um importante agente terapêutico, proporcionando melhoras clínicas e 

redução do processo inflamatório em modelos experimentais de doença de Crohn 

(ABAD et al., 2003), pancreatite (KOJIMA et al., 2005) e artrite reumatóide 

(DELGADO et al., 2008).  
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Devido à ação pró-inflamatória, muitos estudos têm sugerido a participação de 

substância P e do seu receptor NK1 no desenvolvimento de doenças inflamatórias no 

trato GI. Estudos imunohistoquímicos revelaram aumento da expressão de substância P 

nas células epiteliais do cólon de pacientes com colite ulcerativa e doença de Crohn 

(MAZUMDAR AND DAS 1992). Também foram observados aumento de filetes 

nervosos substância P-IR na mucosa de pacientes com diverticulite (SIMPSON et al., 

2009) e aumento de eosinófilos substância P-IR na mucosa do cólon de pacientes com 

colite ulcerativa e doença de Crohn (METWALI et al., 1994). Além disso, foram 

observados aumento na taxa de neurônios substância P-IR no plexo mioentérico do 

cólon de pacientes com diverticulite (SIMPSON et al., 2009), colite ulcerativa 

(NEUNLIST et al., 2003a) e megacólon chagásico (DA SILVEIRA et al., 2007c). 

Níveis elevados de substância P foram observados no soro de pacientes com pancreatite 

crônica (MASCETTA et al., 2012), colite ulcerativa e doença de Crohn (TAVANO et 

al., 2012). Reforçando o papel de substância P no desenvolvimento de doenças 

inflamatórias no trato GI, estudos em modelo experimental de colite demonstraram que 

animais substância P-KO foram mais resistentes ao desenvolvimento da patologia e 

apresentaram níveis mais baixos de citocinas pró-inflamatórias do que os animais 

controle (ENGEL et al., 2011b; 2012a; 2012b). 

A expressão do receptor NK1 também tem sido bastante discutida na literatura e 

apresenta resultados controversos. RENZI e cols. (2000) demonstraram por 

imunohistoquímica aumento da imunorreatividade à NK1 nas células epiteliais e 

endoteliais de pacientes com colite ulcerativa e doença de Crohn. GOODE e cols. 

(2000) demonstraram aumento significativo dos níveis de mRNA do receptor NK1 na 

mucosa do cólon de pacientes com colite ulcerativa e doença de Crohn. Através da 

técnica de imunohistoquímica, os autores também demonstraram aumento de células 

mononucleares NK1-IR na lâmina própria desses pacientes. Curiosamente, foi 

observado aumento significativo na imunorreatividade para NK1 nos neurônios do 

plexo mioentérico apenas de pacientes com doença de Crohn. Por outro lado, foi 

observada diminuição da imunorreatividade para NK1 no epitélio do cólon de ambos os 

pacientes. Outros trabalhos também demonstraram diminuição da expressão de mRNA 

de NK1 na mucosa do cólon de pacientes com IBS (CHANG et al., 2012). No 

megacólon chagásico, os autores demonstraram diminuição na expressão de NK1 na 

porção dilatada do cólon (DA SILVEIRA et al., 2008).  
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O papel terapêutico de antagonistas de NK1 tem proporcionado melhoras em 

várias doenças inflamatórias. Estudos desenvolvidos em modelo de animais com colite 

demonstraram que o tratamento com o antagonista do receptor NK1, CJ-12255, reduziu 

a inflamação e formação de fibrose no cólon desses animais (KOON et al., 2010). Além 

disso, esse tratamento diminuiu a expressão de fatores pró-angiogênicos e a expressão 

de mediadores inflamatórios nos colonócitos (KOON et al., 2006; 2008; 2011).  Em 

modelo de artrite reumatóide, os autores demonstraram que injeções sistêmicas do 

antagonista do receptor NK1, WIN 51708, inibiram significativamente o inchaço nas 

articulações dos animais submetidos ao experimento (MAKINO et al., 2012). 

Adicionalmente, esse mesmo antagonista proporcionou diminuição da hiperalgesia no 

tornozelo de animais com artrite reumatóide e diminuição de danos histológicos na 

cartilagem (UEMATSU et al., 2011). 

  Na doença de Chagas, DA SILVEIRA e cols. (2007c) realizaram estudos de 

caracterização do perfil neuroquímico no megacólon chagásico, e observaram que 

neurônios produtores de VIP são preferencialmente destruídos. Por outro lado, a taxa de 

neurônios substância P-IR foi significativamente maior nesses pacientes e mostrou-se 

associado a intenso processo inflamatório (DA SILVEIRA et al., 2007a; 2007b). Diante 

desses dados, nosso grupo propôs expandir este estudo para o megaesôfago chagásico, a 

fim de tentar investigar se o desequilíbrio entre o perfil de VIP e substância P também 

estão envolvidos no desenvolvimento dessa patologia.  
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JUSTIFICATIVA 

 

A etiologia das desordens que acometem o trato GI tem sido amplamente 

discutida na literatura e interações complexas entre fatores genéticos, ambientais e 

imunológicos parecem estar envolvidos nesses processos (BOUMA AND STROBER 

2003; PALLONE et al., 2003). Muitas investigações e observações sugerem que o 

evento inicial das doenças inflamatórias intestinais é causado por um distúrbio na rede 

neural e imunológica (SVENTORAITYTE et al., 2008; FURNESS 2008). A 

comunicação entre o sistema neuroimunoendócrino no trato GI é desempenhada por 

diversos mediadores, tais como os neuropeptídeos VIP e substância P. Ambos são 

produzidos principalmente por neurônios e células imunes e seus efeitos podem 

desencadear diversas respostas sobre o SNE, células do sistema imune e outras células 

efetoras (KOON AND POTHOULAKIS 2006; GONZALEZ-REY et al., 2007). 

Na forma digestiva da doença de Chagas, o processo inflamatório comparece 

como um importante fator responsável pelas lesões no SNE (ADAD et al., 1991; DA 

SILVEIRA et al., 2005). Essas lesões, iniciadas ainda na fase aguda da doença, podem 

persistir até a fase crônica e resultar em distúrbios peristálticos e no desenvolvimento 

dos megas (KOBERLE 1968). Inicialmente, nosso grupo demonstrou a presença do 

kDNA do parasito no tecido de pacientes chagásicos com e sem megaesôfago, 

associado às células inflamatórias com potencial citotóxico (D’ÁVILA REIS et al. 

2001; DA SILVEIRA et al., 2005). A demonstração do kDNA do parasito em pacientes 

sem inflamação tecidual e sem megaesôfago sugeriu que apenas a presença do parasito 

no tecido não justificava mais a manutenção ou re-ativação do processo inflamatório na 

fase crônica. 

Assim, DA SILVEIRA e cols. (2007c) demonstraram alterações no perfil 

neuroquímico de pacientes chagásicos com megacólon, com diminuição na taxa de 

neurônios VIP-IR e aumento na taxa de neurônios substância P-IR no plexo 

mioentérico, associado a intenso processo inflamatório (DA SILVEIRA et al., 2007a; 

2007b). Diante desse cenário, nós levantamos a hipótese de que “o desequilíbrio no 

perfil de VIP e substância P poderia resultar no re-estabelecimento e/ou manutenção do 

processo inflamatório e consequentemente, promoverem o desenvolvimento do 

megaesôfago chagásico”. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouma%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12876555
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No projeto atual, aqui apresentado, nos propusemos expandir essas investigações 

não apenas para o SNE, mas também para células inflamatórias e outras estruturas do 

esôfago de indivíduos infectados. Além disso, análises dos receptores de VIP e 

substância P, poderiam nos dar evidências da interação entre SNE, células imunes e 

outras células efetoras. Devido à impossibilidade de se traçar um estudo longitudinal em 

pacientes chagásicos, introduzimos o grupo de indivíduos infectados não portadores de 

megaesôfago, como estratégia para se avaliar a evolução do processo patológico. 
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OBJETIVOS  

Objetivo geral 

Avaliar evidências de participação de VIP e substância P na patologia do megaesôfago 

induzido pela infecção por Trypanosoma cruzi.  

  

Objetivos específicos 

Avaliar na porção inferior do esôfago de indivíduos infectados com T. cruzi e 

indivíduos não infectados os seguintes parâmetros abaixo: 

a) A distribuição da imunoreatividade à VIP, substância P e aos seus receptores VPAC2 

e NK1. 

1. A densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e substância P-IR. 

2. A porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR. 

3. A densidade de células epiteliais VIP-IR e substância P-IR. 

4. A densidade de células epiteliais VPAC2-IR e NK1-IR. 

b) Possíveis correlações entre os parâmetros abaixo no grupo de indivíduos infectados 

sem megaesôfago com diferentes graus de desnervação:  

1. Número de neurônios e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR. 

2. Densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR e as densidades relativas de filetes 

nervosos VIP-IR e substância P-IR. 

3. Porcentagens de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR e número de neurônios. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

1. Indivíduos  

 

 Nesse trabalho utilizamos tecidos de esôfago de 6 indivíduos infectados com 

megaesôfago chagásico, 6 indivíduos infectados sem megaesôfago chagásico e como 

controle, 6 indivíduos não infectados, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital 

Escola da Faculdade de Medicina do Triângulo Mineiro pela Dra. Sheila Jorge Adad. 

Foi obtido consentimento prévio de todos os indivíduos, pais ou responsáveis para a 

inclusão dos mesmos no trabalho de pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da UFMG, número 0313.0.203.000-10 (anexo 1).  

 O diagnóstico para infecção chagásica foi baseado na positividade das seguintes 

reações: Elisa, hemaglutinação e imunofluorecência indireta para o T. cruzi. Todos os 

pacientes deixaram a área endêmica há mais de 20 anos antes do procedimento de coleta 

e nunca receberam qualquer tratamento específico contra o parasito. Os mesmos 

viveram em Uberaba, Minas Gerais onde a transmissão natural foi interrompida por 

mais de 30 anos e nunca receberam transfusão sanguínea.  

Os indivíduos não infectados apresentaram sorologia negativa para a doença de 

Chagas. Estes também viveram no estado de Minas Gerais e apresentavam idade média 

de 62 ± 20 anos, diâmetro médio do esôfago de 1,4 ± 0,1 cm, número de neurônios no 

plexo mioentérico variando de 343 a 436 e média da densidade de filetes nervosos PGP 

9.5-IR nas camadas musculares, interna de 279,00 ± 64,49 µm
2 

e externa de 355,20 ± 

42,87 µm
2
. Os pacientes chagásicos sem megaesôfago apresentavam idade média de 55 

± 11 anos, diâmetro médio do esôfago de 1,4 ± 0,2 cm, número de neurônios variando 

de 20 a 330 e média da densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas 

musculares, interna de 231,00 ± 54,44 µm
2
 e externa de 302,20 ± 62,18. Pacientes 

chagásicos com megaesôfago apresentavam idade média de 52 ± 9 anos, diâmetro 

médio do esôfago de 3,3 ± 0,8 cm, ausência de neurônios no plexo mioentérico em 5 

dos 6 pacientes estudados, e apenas 1 paciente com 70 neurônios e média da densidade 

de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares, interna de 19,67 ± 3,26 µm
2 

e 

externa de 23,33 ± 5,85 µm
2
. O diagnóstico do megaesôfago foi estabelecido através de 

dados clínicos relatando obstrução do esôfago e dilatação vista através de estudos 

radiológicos. A densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares, 
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interna e externa do esôfago de cada indivíduo foi previamente analisada por 

NASCIMENTO e cols. (2010). Detalhes sobre os pacientes estão descritos na tabela 1.  

 

 Tabela 1. Grupo de estudo 

 Idade Diâmetro  

do esôfago 

Sexo Número de 

neurônios no 

plexo 

mioentérico* 

Densidade de filetes 

nervosos  

PGP 9.5-IR nas 

camadas musculares 

interna / externa 

(µm
2
)** 

Indivíduos não 

infectados 

 

     

E2 76 1,6 M 343 287 / 332 

E5 54 1,4 M 352 229 / 320 

E17 79 1,6 M 343 196 / 318 

HE12-94 34 1,5 M 436 372 / 430 

HE83-93 85 1,2 M - 328 / 376 

HE93-93 47 1,3 M - 262 / 355 

 

Indivíduos infectados 

sem megaesôfago  

    

      

E3 49  1,1 F 330 325 / 367 

E9 47 1,3 F 196 243 / 340 

E14 70 1,7 M 315 250 / 360 

E4 61 1,6 M 40 176 / 276 

E7 66 1,4 M 20 195 / 217 

E15 40 1,2 M 88 197 / 253 

 

Indivíduos infectados 

com megaesôfago  

    

      

E12 57 2,7 M 0 16 / 20 

HE30-00 52 4,5 M 0 20 / 24 

HE46-01 43 3,0 F 70 24 / 33 

HE71-00 67 2,9 M 0 17 / 21 

HE45-93 53  4,1 M 0 18 / 16 

ML10-86 43 2,6 M 0 23 / 26 

*número de neurônios por 490 µm do anel do esôfago.  

**analisado por NASCIMENTO e cols. (2010). 

- contagem não realizada por não se ter uma representação ideal dos plexos durante os cortes. 

 

 

2. Coleta e preparação das amostras 

 

 As amostras de esôfago de cada indivíduo foram coletadas da região inferior do 

esôfago à 5 cm da cárdia. Os tecidos foram fixados em solução de formaldeído 4% 
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tamponado com tampão fosfato e incluídos em parafina. Os anéis de esôfago foram 

cortados serialmente com espessura de 7 μm e submetidos a estudos histológicos e 

imunohistoquímicos.  

 

3. Histologia 

 

 As secções de 7 μm foram desparafinizadas em três banhos de xilol (xilol I, 

xilol II, xilol III) de 20 minutos cada e hidratadas em sucessivos banhos de álcool 

(álcool absoluto I, álcool absoluto II, álcool 90%, álcool 80% e álcool 70%) por 10 

minutos cada banho. Em seguida, as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina, 

desidratadas em banhos sucessivos de álcool (álcool 70%, álcool 80%, álcool 90%, 

álcool absoluto II e álcool absoluto I), diafanizadas (xilol I, xilol II, xilol III) e montadas 

com lamínulas e Entellan (Merck).  

 

4. Imunohistoquímica  

 

 A retirada da parafina das lâminas foi realizada com três banhos de xilol (xilol I, 

xilol II, xilol III) de 20 minutos cada. Em seguida as lâminas foram hidratadas em 

sucessivos banhos de álcool (álcool absoluto I, álcool absoluto II, álcool 90%, álcool 

80% e álcool 70%), por 10 minutos cada banho. Do álcool o tecido foi direto para a 

solução salina tamponada (PBS) pH 7,2 – 7,4, por 30 minutos. As lâminas foram 

incubadas com tampão citrato (pH 6.0) no microondas por 10 minutos para a reativação 

antigênica. Após a fervura, as lâminas foram mantidas imersas no tampão citrato até 

atingirem a temperatura ambiente.  

 A atividade da peroxidase endógena foi inibida por incubação dos cortes com 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a 4% + 0,05M de azida sódica em PBS por 30 min. O 

bloqueio de ligação inespecífica foi obtido com uma solução de albumina de soro 

bovino (BSA) a 2% em PBS por 30 minutos.  

 Foram utilizados os seguintes anticorpos (exceto para o controle negativo) 

policlonais primários: marcador pan-neuronal, anti-PGP 9.5 (DAKO, CA, USA, Code 

Z5116, anti-rabbit), anti-VIP (ABCAM, Cambridge, MA, USA, Code ab22736, anti-

rabbit), anti-VPAC2 (ABCAM, Cambridge, MA, USA, Code ab28624, anti-rabbit), 

anti-NK1 (NOVUS BIOLOGICALS, Littleton, CO, USA, Code NB300-119, anti-
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rabbit) e um anticorpo monoclonal, anti-substância P (ABCAM, Cambridge, MA, USA, 

Code ab14184, anti-mouse). Os anticorpos foram apropriadamente diluídos em PBS-

BSA (anti-PGP 9.5, 1:50; anti-VIP, 1:200; anti-substância P, 1:200; anti-VPAC2, 1:250; 

anti-NK1, 1:100) e adicionados às lâminas (150 μl / lâmina) para incubação overnight a 

4°C.  

 Posteriormente, as lâminas foram lavadas com PBS e incubadas com o 

conjugado biotina (anti-mouse / anti-rabbit; DAKO) por 1 hora. Depois de lavadas em 

PBS, as lâminas foram incubadas com estreptoavidina-peroxidase (DAKO) por 1 hora. 

Antes de prosseguir para a revelação, as lâminas foram lavadas novamente com PBS. 

Em seguida, foi realizada a incubação com a solução de diaminobenzidina (DAB) e 

0,5% de H2O2 (30v) em PBS por 10 minutos. Finalmente as lâminas foram lavadas com 

PBS e contra-coradas com hematoxilina de Gill (Sigma). As mesmas passaram pelo 

processo de desidratação (álcool 70%, álcool 80%, álcool 90%, álcool absoluto II e 

álcool absoluto I) e diafanização (xilol I, xilol II, xilol III) sendo montadas com 

lamínulas e Entellan (Merck).  

 

5. Controle negativo 

 

Para o controle negativo, as lâminas foram submetidas á técnica de 

imunohistoquímica e não foram incubadas com o anticorpo primário, logo, 

permaneceram em PBS e posteriormente continuaram o processo (Figs. 1A, 1B e 1C).  

 

6. Análise morfométrica  

 

As imagens das secções de tecidos submetidos à imunohistoquímica com o anti- 

PGP 9.5, anti-VIP, anti-substância P, anti-VPAC2 e anti-NK1 foram digitalizadas e 

processadas em sistema de análise de imagem, o Q Capture pro, em 20 campos de cada 

lâmina por paciente utilizando a objetiva de 40x (área total analisada 1180x10
3
 µm

2
 / 

indivíduo). Em seguida as imagens foram analisadas pelo programa Image J.  

Para cada anticorpo foram capturadas imagens das seguintes regiões do esôfago; 

para o anti-PGP: lâmina própria e muscular da mucosa; para o anti-VIP e anti-

substância P: epitélio, lâmina própria, muscular da mucosa e camadas musculares, 

interna e externa; anti-VPAC2 e anti-NK1: epitélio. 
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Os valores absolutos de inervação variam muito de indivíduo para indivíduo, e 

fatores como a idade, podem estar relacionados com alterações estruturais no SNE 

(HANSEN 2003a; PHILLIPS AND POWLEY 2007). Assim, a partir da densidade de 

filetes nervosos PGP 9.5-IR da lâmina própria, muscular da mucosa e das camadas 

musculares, interna e externa foram calculadas as densidades relativas: densidade de 

filetes nervosos VIP-IR ou substância P-IR / densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR x 

100. Para a análise da densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR ou substância P-IR 

nas camadas musculares, interna e externa, foram utilizados os dados de PGP 9.5 

previamente analisados por NASCIMENTO e cols. (2010). 

 

7. Contagem de eosinófilos 

 

 A contagem total dos eosinófilos foi realizada em 50 campos da lâmina própria, 

da camada muscular interna e do plexo mioentérico, utilizando a objetiva de 100x. A 

partir dessa contagem foram calculadas as porcentagens: número total de eosinófilos 

VIP-IR ou substância P-IR / número total de eosinófilos corados com hematoxilina e 

eosina x 100. 

 

8. Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realiza no programa Prism 5 através do teste Kruskal-

Wallis e pós-teste de Comparação Múltipla de Dunn’s para as diferenças na resposta 

entre diferentes grupos relacionados aos dados não-paramétricos. A correlação entre os 

parâmetros estudados foi avaliada através do coeficiente de correlação de Spearman. Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão e foram consideradas diferenças 

estatisticamente significativas para p≤0,05. 
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RESULTADOS 

 

1. VIP e substância P  

1.1 Análise qualitativa  

 

Foram observados em todas as amostras filetes nervosos PGP 9.5-IR distribuídos 

na lâmina própria e muscular da mucosa (Figs. 2A, 2B e 2C), e nas camadas 

musculares, interna (Figs. 2D, 2E e 2F) e externa. Na lâmina própria dos indivíduos não 

infectados e infectados sem megaesôfago, os filetes nervosos PGP 9.5-IR localizaram 

no tecido conjuntivo, próximo à base do epitélio e às paredes dos vasos sanguíneos. Na 

muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa, esses filetes nervosos 

foram observados distribuídos entre as fibras musculares lisas.  

Os filetes nervosos VIP-IR (Figs. 3A, 3B, 3C, 4A, 4B e 4C) e substância P-IR 

Figs. 3D, 3E, 3F, 4D, 4E e 4F), mostraram-se também distribuídos na lâmina própria, 

muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa. Nos indivíduos não 

infectados e nos infectados sem megaesôfago, foram observados filetes nervosos VIP-

IR próximo ao epitélio e aos vasos sanguíneos e filetes nervosos substância P-IR 

distribuídos na lâmina própria e próximos ao epitélio da mucosa. Nas camadas 

musculares analisadas, esses filetes nervosos mostraram-se distribuídos entre as fibras 

musculares.  

Alguns eosinófilos apresentaram-se imunorreativos a VIP ou a substância P. Em 

cortes consecutivos os eosinófilos foram corados com hematoxilina e eosina e sua 

caracterização morfológica foi determinada pelo citoplasma eosinofílico e núcleo 

bilobulado. Eles foram encontrados dispersos na lâmina própria (Figs. 5A, 5B e 5C) na 

camada muscular interna (Figs. 5D, 5E e 5F) e no plexo mioentérico (Figs. 5G, 5H e 5I) 

do esôfago de todos os grupos estudados. Nos indivíduos infectados com megaesôfago, 

os eosinófilos foram vistos associados a foco inflamatório composto de células 

mononucleares em todas as regiões analisadas, fato não observado nos outros grupos. 

Não foram observados eosinófilos próximo a neurônios no plexo mioentérico. Dos 6 

indivíduos infectados sem megaesôfago, foi observado em um deles, o paciente E4, 

foco de eosinófilos localizados principalmente no plexo mioentérico.  

Eosinófilos imunoreativos a VIP ou a substância P foram observados na lâmina 

própria, na camada muscular interna e no plexo mioentérico do esôfago de todos os 
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indivíduos. Nos indivíduos infectados com megaesôfago, os eosinófilos também foram 

vistos em foco inflamatório na lâmina própria e no plexo mioentérico em degeneração, 

enquanto que na camada muscular interna essas células foram vistas mais isoladas entre 

as fibras musculares e não necessariamente associadas à inflamação (Figs. 6A, 6B, 6C, 

6D, 6E e 6F). Nos indivíduos não infectados e nos infectados sem megaesôfago, os 

eosinófilos VIP-IR e substância P-IR foram vistos isolados e longe de foco inflamatório. 

Além dos filetes nervosos e eosinófilos, foram encontradas células epiteliais 

VIP-IR e substância P-IR em todas as amostras analisadas. As células do epitélio do 

esôfago de indivíduos não infectados e indivíduos infectados sem megaesôfago 

apresentaram forte marcação no citoplasma. As células epiteliais VIP-IR foram 

observadas em todas as camadas do epitélio, mas se destacando principalmente nas 

camadas do terço médio e superior (Figs. 7A e 7B). Já nos indivíduos infectados com 

megaesôfago a imunorreatividade à VIP foi mais fraca quando comparada aos outros 

grupos. A marcação foi observada apenas em determinadas regiões do citoplasma de 

algumas células do epitélio, localizadas nas camadas do terço médio e superior (Fig. 

7C).  

Para substância P, a imunorreatividade também foi intensa em todas as camadas 

do epitélio do esôfago dos indivíduos não infectados, predominando nas células da 

camada basal, do terço médio e da borda do epitélio (Fig. 7D). Nos indivíduos 

infectados sem megaesôfago, a marcação também foi intensa e mais presente no 

citoplasma das células epiteliais do terço médio e superior (Fig. 7E). Por outro lado, a 

imunorreatividade no epitélio do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago foi 

mais fraca quando comparada aos outros grupos e predominou na região basal (Fig. 7F).  

 

1.2 Análises semi-quantitativas 

1.2.1  Filetes nervosos 

A análise de filetes nervosos VIP-IR e substância P-IR foi expressa como 

densidade relativa e o cálculo foi realizado com base nos valores absolutos da densidade 

de filetes nervosos PGP 9.5-IR de cada indivíduo. Foi demonstrado diminuição 

significativa na densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lâmina própria, na 

muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa do esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (lâmina própria: 14,50 ± 5,75; muscular da 

mucosa: 24,67 ± 8,33; muscular interna:19,67 ± 3,26; muscular externa: 23,33 ± 5,85), 
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comparado aos indivíduos não infectados (lâmina própria: 137,80 ± 38,29; muscular da 

mucosa: 167,30 ± 79,36; muscular interna: 279,00 ± 64,49; muscular externa: 355,20 ± 

42,87) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago (lâmina própria: 95,00 ± 36,92; 

muscular da mucosa: 143,70 ± 65,95; muscular interna: 231,00 ± 54,44; muscular 

externa: 302,20 ± 62,18) (Gráfico 1).  

 

Gráfico 1. Densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lâmina própria, muscular da mucosa e nas 

camadas musculares interna
#
 e externa

#
 do esôfago de indivíduos não infectados e indivíduos infectados 

com e sem megaesôfago. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. (*) indica diferença 

estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos não infectados (p≤0,05). (**) 

indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos infectados sem 

megaesôfago (p≤0,05). Área total analisada de 1180x10
3
 μm2 por indivíduo. (

#
) análise realizada 

previamente por NASCIMENTO e cols. (2010). 

Na lâmina própria e na muscular da mucosa a densidade relativa de filetes 

nervosos VIP-IR apresentou diminuição significativa em indivíduos infectados com 

megaesôfago (lâmina própria: 24,03 ± 4,64; muscular da mucosa: 19,32 ± 3,86) quando 

comparado aos indivíduos não infectados (lâmina própria: 39,98 ± 8,10; muscular da 

mucosa: 34,90 ± 5,62) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago (lâmina própria: 

37,31 ± 5,64; muscular da mucosa: 31,12 ± 5,92) (Gráfico 2).  

Além disso, foi revelado aumento significativo na densidade relativa de filetes 

nervosos substância P-IR na lâmina própria e na muscular da mucosa do esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (lâmina própria: 20,19 ± 1,82; muscular da 

mucosa: 19,00 ± 1,26) comparado aos indivíduos não infectados (lâmina própria: 5,59 ± 

3,33; muscular da mucosa: 5,99 ± 2,97) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago 

(lâmina própria: 8,33 ± 5,04; muscular da mucosa: 7,48 ± 4,56) (Gráfico 2). 

Nas camadas musculares, interna e externa a densidade relativa de filetes 

nervosos VIP-IR diminuiu significativamente nos indivíduos infectados com 
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megaesôfago (muscular interna: 28,92 ± 8,21; muscular externa: 18,46 ± 2,50) 

comparado apenas aos indivíduos não infectados (muscular interna: 67,75 ± 12,46; 

muscular externa: 34,07 ± 8,60). Não foi observada diferença significativa entre os 

indivíduos infectados sem megaesôfago (muscular interna: 50,39 ± 21,62; muscular 

externa: 26,58 ± 7,67) e os outros dois grupos analisados. Por outro lado, a densidade 

relativa de filetes nervosos substância P-IR foi significativamente aumentada nas 

camadas musculares dos indivíduos infectados com megaesôfago (muscular interna: 

8,18 ± 1,21; muscular externa: 2,78 ± 0,64) quando comparado aos indivíduos não 

infectados (muscular interna: 1,19 ± 0,25; muscular externa: 1,20 ± 0,32) e aos 

indivíduos infectados sem megaesôfago (muscular interna: 1,49 ± 0,28; muscular 

externa: 1,24 ± 0,64) (Gráfico 2). 

 

 

Gráfico 2. Densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e substância P-IR na lâmina própria, muscular 

da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa do esôfago de indivíduos não infectados e 

indivíduos infectados com e sem megaesôfago. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. 

(*) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos não infectados 

(p≤0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos 

infectados sem megaesôfago (p≤0,05). Área total analisada de 1180x10
3
 μm2 por indivíduo. 

 

 1.2.2  Eosinófilos  

A análise estatística confirmou aumento significativo no número de eosinófilos 

na lâmina própria, na muscular interna e no plexo mioentérico do esôfago de indivíduos 

infectados com megaesôfago (lâmina própria: 102,00 ± 44,44; muscular interna: 18,33 ± 

2,73; plexo mioentérico: 33,17 ± 12,25) comparado aos indivíduos não infectados 

(lâmina própria: 17,67 ± 9,37; muscular interna: 3,50 ± 2,07; plexo mioentérico: 4,00 ± 
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2,19) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago (lâmina própria: 20,00 ± 11,71; 

muscular interna: 6,00 ± 4,51; plexo mioentérico: 10,33 ± 8,09) (Gráfico 3).  

 

Gráfico 3. Número de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na lâmina própria, muscular interna 

e no plexo mioentérico do esôfago de indivíduos não infectados e indivíduos infectados com e sem 

megaesôfago. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. (*) indica diferença estatisticamente 

significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos não infectados (p≤0,05). (**) indica diferença 

estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos infectados sem megaesôfago 

(p≤0,05). Contagem realizada em 50 campos na objetiva de 100x.  

 

Os dados de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR foram expressos como 

porcentagem. Esse cálculo foi realizado com base no número total de eosinófilos 

corados com hematoxilina e eosina. Assim, foi demonstrado aumento significativo na 

porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR na lâmina própria do esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (VIP-IR: 24,14 ± 5,58; substância P: 58,16 ± 

5,38) comparado aos indivíduos não infectados (VIP-IR: 15,53 ± 4,38; substância P:  

13,44 ± 6,96) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago (VIP-IR: 15,98 ± 2,96; 

substância P: 16,57 ± 3,97). Na camada muscular interna, os indivíduos infectados com 

megaesôfago (VIP-IR: 33,52 ± 5,65; substância P-IR: 39,95 ± 1,31) também 

apresentaram aumento significativo na porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância 

P-IR comparado aos indivíduos não infectados (VIP-IR: 15,83 ± 13,49; substância P-IR: 

15,83 ± 13,49) e aos indivíduos infectados sem megaesôfago (VIP-IR: 15,79 ± 7,97; 

substância P-IR: 19,76 ± 11,51). No plexo mioentérico, o aumento significativo de 

eosinófilos VIP-IR e substância P-IR foi observado apenas entre o grupo de indivíduos 

infectados com megaesôfago (VIP-IR: 41,58 ± 3,43; substância P-IR: 53,86 ± 4,07) e o 

grupo de indivíduos não infectados (VIP-IR: 15,56 ± 13,11; substância P-IR: 12,78 ± 

9,98). Não houve diferença significativa entre o grupo de indivíduos infectados sem 
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megaesôfago (VIP-IR: 28,46 ± 22,09; substância P-IR: 30,11 ± 23,59) e os outros dois 

grupos (Gráfico 4). 

 

 

Gráfico 4. Porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR na lâmina própria, muscular interna e 

plexo mioentérico do esôfago de indivíduos não infectados e indivíduos infectados com e sem 

megaesôfago. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. (*) indica diferença estatisticamente 

significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos não infectados (p≤0,05). (**) indica diferença 

estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos infectados sem megaesôfago 

(p≤0,05). Contagem realizada em 50 campos na objetiva de 100x. Cálculo da porcentagem: número total 

de eosinófilos VIP-IR ou substância P-IR / número total de eosinófilos HE x 100. 

 

1.2.3 Células epiteliais 

De acordo com a análise morfométrica, os indivíduos infectados com 

megaesôfago (VIP-IR: 1267,00 ± 1075,00; substância P-IR: 952,80 ± 877,30) 

apresentaram diminuição significativa na densidade de células epiteliais VIP-IR e 

substância P-IR quando comparados aos indivíduos não infectados (VIP-IR: 17947,00 ± 

3308,00; substância P-IR: 13768,00 ± 3972,00) e aos indivíduos infectados sem 

megaesôfago (VIP-IR: 16333,00 ± 4995,00; substância P-IR: 9649,00 ± 3835,00) 

(Gráfico 5). 
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Gráfico 5. Densidade de células epiteliais VIP-IR e substância P-IR no esôfago de indivíduos não 

infectados e indivíduos infectados com e sem megaesôfago. Os valores são expressos como média ± 

desvio padrão. (*) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos 

não infectados (p≤0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de 

indivíduos infectados sem megaesôfago (p≤0,05). Área total analisada de 1180x10
3
 μm2 por indivíduo. 

 

 

2. Receptores VPAC2 e NK1 

2.1 Análise qualitativa  

 A imunorreatividade de VPAC2 foi observada na mucosa, nas camadas 

musculares, interna e externa e no plexo mioentérico do esôfago de todos os indivíduos 

analisados. Na mucosa VPAC2 se destacou no epitélio (Fig. 8A) e em algumas 

estruturas da lâmina própria, como, em células mononucleares (Fig. 8B) e 

polimorfonucleares (Fig. 8C) e na parede dos vasos sanguíneos (Fig. 8D). Nas camadas 

musculares a imunorreatividade à VPAC2 foi observada ao redor dos núcleos alongados 

das células musculares lisas (Fig. 8E). No plexo mioentérico também foram observadas 

células enterogliais VPAC2-IR (Fig. 8F). Já a imunorreatividade de NK1 foi observada 

apenas em regiões da mucosa, como no epitélio (Fig. 8G), e nas células mononucleares 

(Fig. 8H) e na parede dos vasos sanguíneos (Fig. 8I) da lâmina própria. 

Com relação às células epiteliais VPAC2-IR, foi observada marcação em todas 

as camadas do epitélio dos indivíduos não infectados e nos infectados sem megaesôfago 

(Figs. 9A e 9B). Nos tecidos dos indivíduos infectados com megaesôfago, a marcação 

predominou-se no citoplasma das células epiteliais do terço médio e superior (Fig. 9C). 

No epitélio dos indivíduos não infectados e infectados sem megaesôfago, a 

imunorreatividade de NK1 foi presente no citoplasma de algumas células situadas no 

terço médio e superior, enquanto que nos indivíduos infectados com megaesôfago a 

marcação predominou na borda das células (Figs. 9D, 9E e 9F). 
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2.2 Análises semi-quantitativas  

2.2.1 Células epiteliais 

Estatisticamente foi demonstrada diminuição significativa da densidade de 

células epiteliais VPAC2-IR e NK1-IR nos indivíduos infectados com megaesôfago 

(VPAC2: 7758,00 ± 5101,00; NK1-IR: 132,50 ± 79,86) comparado aos indivíduos não 

infectados (VPAC2-IR: 22474,00 ± 3618,00; NK1-IR: 1873,00 ± 690,80) e aos 

indivíduos infectados sem megaesôfago (VPAC2-IR: 22158,00 ± 4588,00; NK1-IR: 

1439,00 ± 593,00) (Gráfico 6). 

 

Gráfico 6. Densidade de células epiteliais VPAC2-IR e NK1-IR no esôfago de indivíduos não infectados 

e indivíduos infectados com e sem megaesôfago. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. 

(*) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos não infectados 

(p≤0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de indivíduos 

infectados sem megaesôfago (p≤0,05). Área total analisada de 1180x10
3
 μm2 por indivíduo. 

3. Estudo do grupo de indivíduos infectados sem megaesôfago  

3.1  Análises de correlação 

Devido ao grau variável de inervação no grupo de indivíduos infectados sem 

megaesôfago e com o objetivo de validar o uso de PGP 9.5, foi demonstrado 

estatisticamente que o número de neurônios do plexo mioentérico apresenta correlação 

positiva com a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares 

(muscular interna: r = 0,9429 e p = 0,0167; muscular externa: r = 1,000 e p = 0,0028). 

Análises envolvendo outros parâmetros também foram realizadas nesse grupo. 

Assim foi demonstrada que, a densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR apresentou 

correlação positiva com a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas 

musculares (muscular interna: r = 0,8857 e p = 0,0333; muscular externa: 0,9429 e p = 
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0,0167). Por outro lado, não houve correlação entre a densidade relativa de filetes 

nervosos substância P-IR e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas 

musculares (muscular interna: r = -0,1429 e p = 0,8028; muscular externa: r = -0,7714 e 

p = 0,1028). A porcentagem de eosinófilos VIP-IR apresentou correlação negativa com 

o número de neurônios no plexo mioentérico (r = -0,9856 e p = 0,0028) e a porcentagem 

de eosinófilos substância P-IR também apresentou correlação negativa com o número 

de neurônios no plexo mioentérico (r = -0,9856 e p = 0,0028) (Gráfico 7). 
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Gráfico 7. Análises de correlação no grupo de indivíduos infectados sem megaesôfago: A e B - número de 

neurônios no plexo mioentérico e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares 

interna e externa; C e D - densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e a densidade de filetes nervosos PGP 

9.5-IR nas camadas musculares interna e externa; E e F -  densidade relativa de filetes nervosos substância P-

IR e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares interna e externa; G e H – 

porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR e número de neurônios no plexo mioentérico.  
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ILUSTRAÇÕES 

 

PRANCHA 1 

 

Figura 1A. Secção do tecido epitelial de revestimento do esôfago submetido à reação de 

imunoperoxidase sem o anticorpo primário e contra-coradas com hematoxilina (controle 

negativo).  Aumento original de 40x. 

Figura 1B. Secção da lâmina própria e da muscular da mucosa do esôfago submetidas à 

reação de imunoperoxidase sem o anticorpo primário e contra-coradas com hematoxilina 

(controle negativo).  Aumento original de 40x.  

Figura 1C. Secção da camada muscular interna do esôfago submetida à reação de 

imunoperoxidase sem o anticorpo primário e contra-corada com hematoxilina (controle 

negativo).  Aumento original de 40x.  
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PRANCHA 2 

 

Figura 2A. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lâmina própria e 

na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 2B. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lâmina própria e 

na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 2C. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lâmina própria e 

na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 2D. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com 

hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 2E. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 2F. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 
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PRANCHA 3 

 

Figura 3A. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na lâmina própria e na 

muscular da mucosa do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 3B. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na lâmina própria e na 

muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. original de 40x. 

Figura 3C. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na lâmina própria e na 

muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 3D. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos substância P-IR na lâmina 

própria e na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos 

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 3E. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos substância P-IR na lâmina própria 

e na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 3F. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos substância P-IR na lâmina própria 

e na muscular da mucosa do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). 

Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 
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PRANCHA 4 

 

Figura 4A. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos não infectados. Núcleos contra-corados com hematoxilina 

(setas). Aumento original de 40x. 

Figura 4B. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 4C. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x. 

Figura 4D. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos substância P-IR na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados 

com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 4E. Perfil imunohistoquímico de filetes nervosos substância P-IR na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos 

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 4F. Perfil imunohistoquímico filetes nervosos substância P-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 
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PRANCHA 5 

 

Figura 5A. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na lâmina 

própria do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Aumento original de 40x. 

Figura 5B. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na lâmina 

própria do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Aumento original de 

40x. 

Figura 5C. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na lâmina 

própria do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Aumento original 

de 40x. 

Figura 5D. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Aumento original de 

40x. 

Figura 5E. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Aumento 

original de 40x. 

Figura 5F. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Aumento 

original de 40x. 

Figura 5G. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina no plexo 

mioentérico do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Aumento original de 40x. 

Figura 5H. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina no plexo 

mioentérico do esôfago de indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Aumento 

original de 40x. 

Figura 5I. Distribuição de eosinófilos corados com hematoxilina e eosina no plexo 

mioentérico do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Aumento 

original de 40x. 
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PRANCHA 6 

 

Figura 6A. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos VIP-IR na lâmina própria do esôfago 

de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com 

hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 6B. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos VIP-IR na camada muscular interna 

do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados 

com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 6C. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos VIP-IR no plexo mioentérico do 

esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com 

hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 6D. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos substância P-IR na lâmina própria do 

esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com 

hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 6E. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos substância P-IR na camada muscular 

interna do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 6F. Perfil imunohistoquímico de eosinófilos substância P-IR no plexo mioentérico 

do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados 

com hematoxilina. Aumento original de 100x. 
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PRANCHA 7 

 

Figura 7A. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VIP-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 7B. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VIP-IR no esôfago de indivíduos 

infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 7C. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VIP-IR no esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 

Figura 7D. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais substância P-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 7E. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais substância P-IR no esôfago de 

indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 

Figura 7F. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais substância P-IR no esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 
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PRANCHA 8 

 

Figura 8A. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VPAC2-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 8B. Perfil imunohistoquímico de células inflamatórias mononucleares VPAC2-IR 

na lâmina própria do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos 

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 8C. Perfil imunohistoquímico de células inflamatórias polimorfonucleares 

VPAC2-IR na lâmina própria do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago 

(setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 8D. Perfil imunohistoquímico de vasos sanguíneos VPAC2-IR na lâmina própria 

do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 100x. 

Figura 8E. Perfil imunohistoquímico de células musculares lisas VPAC2-IR na camada 

muscular interna do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados 

com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 8F. Perfil imunohistoquímico de células enterogliais VPAC2-IR no plexo 

mioentérico do esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com 

hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 8G. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais NK1-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 8H. Perfil imunohistoquímico de células inflamatórias mononucleares NK1-IR na 

lâmina própria do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos 

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x. 

Figura 8I. Perfil imunohistoquímico de vasos sanguíneos NK1-IR na lâmina própria do 

esôfago de indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 100x. 
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PRANCHA 9 

 

Figura 9A. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VPAC2-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 9B. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VPAC2-IR no esôfago de 

indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 

Figura 9C. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais VPAC2-IR no esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 

Figura 9D. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais NK1-IR no esôfago de 

indivíduos não infectados (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento 

original de 40x. 

Figura 9E. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais NK1-IR no esôfago de 

indivíduos infectados sem megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 

Figura 9F. Perfil imunohistoquímico de células epiteliais NK1-IR no esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago (setas). Núcleos contra-corados com hematoxilina. 

Aumento original de 40x. 
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RESUMO DOS RESULTADOS 

Apresentamos a seguir o resumo dos resultados, considerando que todos são inéditos: 

 

A. Os indivíduos infectados com megaesôfago apresentaram: 

 

1. Diminuição na densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e aumento na 

densidade relativa de filetes nervosos substância P-IR, na lâmina própria, 

muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa; 

 

2. Aumento na porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR na lâmina 

própria, muscular interna e no plexo mioentérico; 

 

3. Diminuição na densidade de células epiteliais VIP-IR, substância P-IR, 

VPAC2-IR e NK1-IR; 

 

B. Os indivíduos infectados sem megaesôfago apresentaram: 

 

1. Correlação positiva entre a densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e a 

densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares, interna e 

externa; 

 

2. Correlação negativa entre as porcentagens de eosinófilos VIP-IR e substância 

P-IR e o número de neurônios no plexo mioentérico;  
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DISCUSSÃO 

 

A relação entre SNE e sistema imune é mediada por uma rede complexa de células 

que estão em constante comunicação para desenvolver uma variedade de respostas 

coordenadas a um determinado antígeno. Assim o sistema imune informa ao SNE quando 

uma resposta inflamatória para uma infecção está ocorrendo e o SNE responde a esta 

informação alterando o estado do órgão. Diversos mediadores como citocinas, hormônios e 

neuropeptídeos participam dessa comunicação. Dentre os neuropeptídeos, VIP e substância 

P, produzidos principalmente por neurônios (HANSEN 2003a; WOOD 2007) e células 

imunes (LYGREN et al., 1984; WERSHIL et al., 1993; METWALI et al., 1994), têm 

chamado a atenção por estarem envolvidos em várias desordens do trato GI, como na 

acalasia idiopática (WATTCHOW AND COSTA 1996; VILLANACCI et al., 2010), 

megacólon chagásico (DA SILVEIRA et al., 2007c), colite ulcerativa (NEUNLIST et al., 

2003a; KAMINSKA et al., 2006; 2007) e diverticulite (SIMPSON et al., 2009). Na forma 

digestiva da doença de Chagas, mais especificamente no esôfago, o estudo desses 

neuropeptídeos se torna relevante uma vez que a sua patologia nos parece estar associada 

não apenas à permanência do parasito no tecido durante a fase crônica, como ousou se 

considerar por alguns (DA SILVEIRA et al., 2005), mas também a distúrbios de 

mecanismos locais imunomodulatórios (DA SILVEIRA et al., 2007c). Além disso, a 

fisiologia do esôfago é totalmente dependente da ação desses neuromediadores, como será 

discutido, oportunamente, ao longo deste texto.   

Inicialmente, demonstramos a presença de filetes nervosos, eosinófilos e células 

epiteliais VIP-IR e substância P-IR em todas as amostras analisadas. Os filetes nervosos 

foram observados na lâmina própria, muscular da mucosa e nas camadas musculares do 

esôfago de indivíduos não infectados e infectados com e sem megaesôfago. Essas 

informações corroboram com dados da literatura, confirmando a presença de filetes 

nervosos VIP-IR e substância P-IR nessas camadas do esôfago de indivíduos saudáveis 

(FERRI et al., 1984; WATTCHOW et al., 1987; NEWTON et al., 1999).  

Outra observação importante e também confirmada por WATTCHOW e cols. 

(1987), é que a inervação VIPérgica é abundante no esôfago de indivíduos saudáveis 

quando comparada à escassez de filetes nervosos substância P-IR. O predomínio de filetes 

nervosos VIP-IR poderia estar relacionado à fisiologia do órgão, pelo fato de que o esôfago 
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apresenta a função de conduzir o alimento até estômago, necessitando mais de uma 

inervação inibidora capaz de proporcionar o relaxamento da musculatura lisa e do esfíncter 

inferior, como descrito na literatura (BIANCANI et al., 1984; BEHAR et al., 1989), do que 

uma inervação excitatória a qual desempenharia um efeito oposto (LEANDER et al., 

1982). Interessantemente, um dos dados inéditos desse trabalho foi a detecção da 

reatividade ao receptor de VIP, denominado de VPAC2, nas camadas musculares lisas. 

VPAC2 tem sido considerado por muitos como o principal receptor envolvido nas funções 

inibitórias de VIP sobre o trato GI (ROBBERECHT et al., 1998; VANNESTE et al., 2004; 

KATO et al., 2012).  

Na lâmina própria, os filetes nervosos VIP-IR foram encontrados próximos aos 

vasos sanguíneos e à base do epitélio da mucosa. Segundo dados da literatura, esses filetes 

nervosos são projeções de neurônios vasomotores e secretomotores que, quando 

estimulados, são capazes de promover vasodilatação e secreção de fluidos e eletrólitos, 

respectivamente (FURNESS 2000; DICKSON AND FINLAYSON 2009). 

Interessantemente, tanto células endoteliais como células epiteliais da mucosa do esôfago 

apresentaram reatividade à VPAC2. Ousamos aqui sugerir que, no esôfago aqui analisados, 

a expressão de VPAC2 nas células endoteliais revela evidências da ação de VIP no 

controle do fluxo sanguíneo (STOJIĆ et al., 2007;  ROGANOVIĆ et al., 2010) e sobre a 

angiogênese (YANG et al., 2009; 2013). A reatividade a VPAC2 nas células epiteliais 

poderia ilustrar a ação moduladora de VIP para a formação da barreira epitelial, induzindo 

a expressão de proteínas de junção de oclusão e controlando a proliferação celular 

(TOUMI et al., 2003; NEUNLIST et al., 2003b; CONLIN et al., 2009). É importante 

ressaltar que a reatividade de VPAC2 nas células epiteliais do esôfago é um dado inédito, 

uma vez que vários estudos têm demonstrado apenas a reatividade de VPAC1 nas células 

epiteliais dos órgãos do trato GI (REUBI et al., 2000; HARMAR et al., 2004; SCHULZ et 

al., 2004).  

Com relação aos filetes nervosos substância P-IR, observamos que eles se 

localizam principalmente na base do epitélio da mucosa. Eles fazem parte da inervação 

sensorial e respondem às alterações químicas, mecânicas e de temperatura no lúmen dos 

órgãos do trato GI e promovem reflexos intrínsecos que influenciam na motilidade, 

secreção e fluxo sanguíneo (COSTA et al., 2000; FURNESS et al., 2004). 

Interessantemente, encontramos células endoteliais e células epiteliais reativas à NK1, 

receptor de substância P. Por meio de NK1, substância P medeia vários efeitos sobre os 
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vasos sanguíneos como vasodilatação (PEDERSEN et al., 2000; MECHICHE et al., 2003), 

angiogênese e quiomiotaxia de leucócitos (ZICHE et al., 1990; 1991; KOHARA et al., 

2010). Estudos in vitro também têm sugerido que substância P está envolvida no controle 

da barreira epitelial do trato GI, induzindo a proliferação e migração das células epiteliais 

via NK1 (GOODE et al., 2003; TURNER et al., 2007).  

 Nas análises semi-quantitativas nós demonstramos que os indivíduos infectados 

com megaesôfago apresentaram redução na densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e 

aumento na densidade relativa de filetes nervosos substância P-IR na lâmina própria, na 

muscular da mucosa e nas camadas musculares do esôfago. Esses dados corroboram com 

os de DA SILVEIRA e cols. (2007c) ao observarem diminuição na taxa de neurônios VIP-

IR e aumento na taxa de neurônios substância P-IR no plexo mioentérico do cólon de 

pacientes com megacolón chagásico. Adicionalmente, alterações no perfil da inervação de 

VIP e substância P também têm sido observadas em várias desordens do trato GI como na 

acalasia idiopática (WATTCHOW AND COSTA 1996; VILLANACCI et al., 2010), colite 

ulcerativa (NEUNLIST et al., 2003a; KAMINSKA et al., 2006; 2007) e diverticulite 

(SIMPSON et al., 2009). Em todas essas patologias citadas, além das alterações no SNE 

também foram observadas alterações motoras e intenso processo inflamatório. Na doença 

do refluxo gastroesofágico, NEWTON e cols. (1999) observaram aumento na proporção de 

filetes nervosos VIP-IR na base do epitélio da mucosa do esôfago desses pacientes, 

sugerindo uma possível participação de VIP na manutenção da barreira epitelial em 

resposta ao ambiente ácido. Nenhuma alteração na proporção de filetes nervosos 

substância P-IR foi observada pelos autores. Baseado em todas essas informações, nós 

acreditamos que no megaesôfago chagásico a queda da densidade relativa da inervação 

VIPérgica e o aumento da imunorreatividade a substância P, poderia comprometer a 

homeostase da barreira epitelial do esôfago e consequentemente, favorecerem a entrada de 

antígenos e a exacerbação do processo inflamatório na mucosa. Além do mais, aumentaria 

as chances de um possível desenvolvimento de câncer esofágico em pacientes com 

megaesôfago chagásico, como relatado na literatura (ZUCOLOTO AND DE REZENDE 

1990; HENRY et al., 2007). Nas camadas musculares, as alterações no perfil da inervação 

poderia ser um dos fatores responsáveis pelos distúrbios peristálticos e pela dificuldade de 

relaxamento do esfíncter inferior do esôfago, comumente observado nesses pacientes.  

As alterações observadas nas densidades de filetes nervosos imunorreativos a VIP e 

substância P podem ainda ser discutidas à luz da neuroimunologia, ou seja, das 
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potencialidades desses neuromediadores interferirem na homeostase do tecido linfóide 

local e na promoção e exacerbação de processos inflamatórios. Evidências de interação 

entre VIP e células inflamatórias foram reveladas neste estudo através da demonstração da 

imunorreatividade à VPAC2 em células mononucleares presentes no esôfago. Além disso, 

de forma inédita, demonstramos imunoreatividade a VPAC2 em eosinófilos e neutrófilos, 

principalmente no esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago. Na literatura, a 

expressão de VPAC2 tem sido considerada por muitos como um receptor induzido e não 

constitutivo como VPAC1. Logo, a expressão de VPAC2 tem sido demonstrada em células 

ativadas como em linfócitos T (LARA-MARQUEZ et al., 2001), plasmócitos (WANG et 

al., 2007) e monócitos (DEWIT et al., 1998). A interação VIP/VPAC2 está relacionada 

com a diminuição na capacidade proliferativa e na síntese de citocinas IFN-γ, IL-6, IL-5 e 

IL-10 em linfócitos T (WANG et al., 2007); diminuição na síntese de imunoglobulinas por 

plasmócitos (WANG et al., 2007); e diminuição na síntese de TNF e IL-12 em monócitos 

(DEWIT et al., 1998).   

Adicionalmente, nas secções de indivíduos infectados com megaesôfago foram 

encontradas células inflamatórias mononucleares imunorreativas à NK1. De acordo com 

dados da literatura, a sinalização substância P/NK1 pode desencadear alguns efeitos em 

células inflamatórias como induzir a síntese de IFN-γ em linfócitos T (BLUM et al., 2003); 

aumentar a síntese de imunoglobulinas em plasmócitos (PASCUAL et al., 1991), bem 

como induzir a síntese de TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6 em macrófagos (DELGADO et al., 

2003). Nesse contexto, sugerimos que a diminuição relativa da inervação VIPérgica e o 

aumento relativo da inervação mediada por substância P, como também tem sido 

observado no megacólon chagásico (DA SILVEIRA et al., 2007c), poderia ser um fator 

determinante para a indução e manutenção do processo inflamatório presente em pacientes 

com megaesôfago chagásico (D’ÁVILA REIS et al., 2001; DA SILVEIRA  et al., 2005). 

Logo, nossos dados reforçam a idéia de que um desequilíbrio no SNE poderia comparecer 

como um fator desencadeante do processo inflamatório na forma digestiva da doença de 

Chagas, porém os mecanismos responsáveis pela destruição seletiva de VIP ainda precisam 

ser investigados. 

A hipótese aqui levantada, do papel neuroimunomodulador da inervação VIPérgica 

na doença de Chagas, é reforçado pelas análises de correlação de dados obtidos a partir do 

estudo do grupo de indivíduos infectados, não portadores de megaesôfago. A partir da 

análise da imunorreatividade de PGP 9.5, marcador pan-neuronal, foi observado que 
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aqueles pacientes mais desnervados apresentaram os menores valores para densidade 

relativa de filetes nervosos VIP-IR nas camadas musculares. Esse dado é interessante, pois, 

de acordo com DA SILVEIRA e cols. (2005) pacientes chagásicos sem megaesôfago com 

baixa contagem neuronal já apresentam focos inflamatórios, de constituição semelhante 

àqueles presentes em pacientes chagásicos com megaesôfago, diferenciando apenas na sua 

intensidade. Logo, sugerimos que a queda de VIP nesses pacientes poderia ser um dos 

fatores indutores do processo inflamatório.  

Outro componente que se mostrou imunorreativo à VPAC2 foram as células 

enterogliais. Essas células assemelham-se aos astrócitos do SNC e em condições 

inflamatórias tornam-se reativas aumentando a expressão de uma proteína do 

citoesqueleto, o GFAP (ENG et al., 2000; VON BOYEN et al., 2004). A expressão dessa 

proteína tem sido relatada como um mecanismo de defesa aos neurônios durante lesões 

teciduais (BUSH et al., 1998). NISHIMOTO e cols. (2011) demonstraram in vivo e in vitro 

que os astrócitos GFAP-IR de animais que sofreram lesões cerebrais expressam VPAC2 e 

quando estimulados com VIP aumentam a expressão de receptores de glutamato. Ainda 

segundo os autores a sinalização VIP/VPAC2 induz astrocitose reativa e desempenha um 

papel fundamental contra a excitotoxicidade em desordens neurológicas. Em trabalho 

anterior demonstramos aumento na densidade de células enterogliais GFAP-IR em 

pacientes chagásicos sem megaesôfago e diminuição na densidade dessas células em 

pacientes chagásicos com megaesôfago (NASCIMENTO et al., 2010). Nesse contexto, a 

queda de VIP observada nos indivíduos infectados com megaesôfago chagásico poderia ser 

mais um dos fatores responsáveis pela morte neuronal na fase crônica da doença, uma vez 

que nesses indivíduos já não se observa mais reatividade nas células enterogliais. Futuras 

análises da reatividade de VPAC2 nessas células poderiam ser realizadas para nos dar mais 

informações sobre as possíveis causas da morte neuronal que comumente ocorrem nesses 

pacientes. 

Além das alterações na inervação, os indivíduos infectados com megaesôfago, 

apresentaram aumento na porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-IR na lâmina 

própria, camada muscular interna e no plexo mioentérico. Interessantemente, no plexo 

mioentérico de indivíduos infectados sem megaesôfago, foi observado que aqueles 

indivíduos mais desnervados apresentaram as maiores porcentagens para eosinófilos VIP-

IR e substância P-IR. Trabalhos têm sugerido que estas células do sangue periférico e da 

mucosa do cólon de indivíduos saudáveis e de indivíduos portadores de colite ulcerativa e 
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doença de Crohn têm a capacidade de sintetizar, estocar e liberar grandes quantidades de 

VIP e substância P, uma vez que foram detectados a imunorreatividade e o mRNA desses 

neuropeptídeos (ALIAKBARI et al., 1987; METWALI et al., 1994). Nesse contexto, 

sugerimos que elas também poderiam ser fonte de ambos os neuropeptídeos no esôfago, 

além dos neurônios entéricos. Porém, os mecanismos responsáveis por induzir a síntese de 

VIP e substância P ainda são desconhecidos. Contudo, a síntese desses neuropeptídeos 

pelos eosinófilos poderia ilustrar um mecanismo de controle da homeostase do 

microambiente do esôfago em condições normais e também em condições inflamatórias.  

Em estudo realizado por METWALI e cols. (1994) foi observado aumento de 

eosinófilos VIP-IR e substância P-IR na lâmina própria do cólon de pacientes com doença 

de Crohn e colite ulcerativa, respectivamente. Estudos in vitro têm demonstrado que tanto 

VIP quanto substância P podem exercer efeitos autócrinos sobre os eosinófilos. Dessa 

forma trabalhos têm demonstrado que substância P induz a desgranulação de eosinófilos 

com aumento na liberação de proteínas citotóxicas como peroxidase eosinofílica (EPO), 

proteína catiônica eosinofílica (ECP) e neurotoxina derivada de eosinófilos (EDN) 

(KROEGEL et al., 1990; EL SHAZLY et al., 1997; 1999). Além disso, estudos têm 

demonstrado que VIP e substância P também induzem quimiotaxia de eosinófilos 

(NUMAO AND AGRAWAL 1992; DUNZENDORFER et al., 1998) e diminuem a síntese 

de IL-16 pelos mesmos e consequentemente, reduzem a quimiotaxia de linfócitos 

(DUNZENDORFER et al., 2003). Há evidências de que a quimiotaxia de eosinófilos por 

VIP e substância P é mediada pelos receptores VPAC1 (DUNZENDORFER et al., 1998) e 

NK1 (EL-SHAZLY et al., 1996). Nesses estudos não foram avaliados a expressão para tais 

receptores, mas os efeitos da quimiotaxia foram inibidos pelo tratamento com antagonistas. 

Por outro lado, RENZI e cols. (2000) demonstraram a expressão de NK2 em eosinófilos. 

No nosso trabalho não foi demonstrado imunorreatividade à NK1 e, como dito 

anteriormente encontramos eosinófilos VPAC2-IR. Nesse contexto, as alterações no perfil 

da inervação de VIP e substância P poderiam induzir a migração e a ativação de 

eosinófilos no esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago e naqueles indivíduos 

infectados sem megaesôfago mais desnervados e consequentemente, induzirem morte 

neuronal através de mecanismos citotóxicos. Além disso, os eosinófilos poderiam produzir 

VIP e substância P e atuarem de forma autócrina para modular o processo inflamatório.  

Outro dado inédito apresentado nesse trabalho diz respeito às células epiteliais VIP-

IR e substância P-IR no esôfago. Esse dado nos faz sugerir que, além dos neurônios e 
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eosinófilos, essas células poderiam ser fonte de neuropeptídeos no esôfago e assim, seriam 

aptas a promover uma regulação autócrina para favorecer a formação da barreira epitelial, 

uma vez que demonstramos anteriormente a reatividade aos receptores VPAC2 e NK1. 

Reforçando essa idéia, estudos têm sugerido que as células epiteliais do cólon poderiam ser 

fonte de VIP, uma vez que os autores demonstraram imunorreatividade para VIP e a 

expressão do seu mRNA (TODOROVIC et al., 1996; JÖNSSON et al., 2012). Por outro 

lado, MAZUMDAR E DAS (1992) demonstraram imunorreatividade para substância P nas 

células epiteliais do cólon de indivíduos saudáveis e de pacientes com colite ulcerativa e 

doença Crohn. No epitélio do esôfago de pacientes chagásicos com megaesôfago, 

demonstramos diminuição na densidade de VIP e substância P e seus respectivos 

receptores, VPAC2 e NK1. Em pacientes portadores de colite ulcerativa, autores 

demonstraram tanto diminuição (MAZUMDAR AND DAS 1992; JÖNSSON et al., 2012), 

quanto aumento (TODOROVIC et al., 1996) na imunorreatividade para VIP nas células 

epiteliais do cólon. Para substância P, MAZUMDAR E DAS (1992) demonstraram 

aumento na imunorreatividade no epitélio do cólon de pacientes com colite ulcerativa e 

doença de Crohn. Em outro trabalho, RENZI e cols. (2000) demonstraram aumento na 

densidade de células epiteliais NK1-IR no cólon de pacientes portadores de colite 

ulcerativa e doença de Crohn. A diminuição na imunorreatividade de ambos os 

neuropeptídeos no epitélio do esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago 

chagásico poderia estar relacionado com uma possível falha na síntese ou na captação de 

ambos os neuropeptídeos e consequentemente, poderia influenciar nas propriedades da 

barreira epitelial. Por outro lado, a baixa imunorreatividade dos receptores VPAC2 e NK1, 

poderiam estar relacionados ao perfil de citocinas locais.  

Finalmente, sugerimos que VIP e substância P desempenha importante papel no 

controle da homeostase do esôfago através da interação com seus receptores. Entretanto, 

um desequilíbrio entre esses dois neuropeptídeos poderia promover alterações na formação 

da barreira epitelial da mucosa e no SNE e consequentemente, induzirem inflamação e 

alterações motoras no esôfago de indivíduos infectados com megaesôfago chagásico. Ao 

ressaltar a importância da destruição seletiva da inervação VIPérgica na quebra da 

tolerância imunológica na forma digestiva da doença de Chagas, não descartamos, de 

forma alguma, a importância da permanência do kDNA do parasito nos tecidos de 

indivíduos infectados com T. cruzi, para o processo inflamatório da fase crônica, como 

postulado por vários autores (JONES et al., 1993; VAGO et al., 1996; DA SILVEIRA et 
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al., 2005). Acreditamos também que respostas autoimunes contra o hospedeiro (DUTRA et 

al., 2000; CUNHA-NETO et al., 2006), possam também contribuir para a manutenção e 

exacerbação do processo inflamatório na fase crônica da doença induzida pelo T. cruzi.  

Consideramos de extrema importância a realização de estudos futuros em pacientes 

assintomáticos e sintomáticos para a forma digestiva da doença, em que se avaliem os 

níveis plasmáticos, tanto de VIP e de substância P, como de citocinas antiinflamatórias e 

próinflamatórias. Consideramos de grande relevância a continuidade dos estudos do grupo 

de indivíduos infectados sem megaesôfago, por ser este um grupo heterogêneo, bastante 

informativo, podendo nos trazer evidências importantes sobre alterações que precedem o 

megaesôfago chagásico.  
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CONCLUSÃO 

  

Concluímos que as alterações no perfil de VIP e substância P no esôfago de 

indivíduos infectados com megaesôfago poderiam comprometer a homeostase da barreira 

epitelial da mucosa, promover distúrbios peristálticos e induzir e/ou manter o processo 

inflamatório. Essa hipótese pode ser reforçada por evidências da interação desses 

neuropeptídeos e seus respectivos receptores em células inflamatórias e células efetoras. 

Além disso, aqueles indivíduos infectados sem megaesôfago mais desnervados já 

apresentam alterações no perfil desses neuropeptídeos, com queda na densidade relativa de 

filetes nervosos VIP-IR e aumento na porcentagem de eosinófilos VIP-IR e substância P-

IR. Assim, a queda da inervação VIPérgica poderia ser um dos fatores responsáveis pelo 

processo inflamatório comumente presente nesses pacientes, porém os mecanismos da 

destruição seletiva ainda são desconhecidos.  
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PERSPECTIVAS 

 

1. Avaliar a imunorreatividade de células enterogliais para VPAC2; 

 

2. Avaliar a imunorreatividade de células T reguladoras para FOXp3. 

 

3. Avaliar a imunorreatividade de proteínas de junção nas células epiteliais. 

 

4. Caracterizar as células inflamatórias que expressam VPAC2 e NK1. 

 

5. Avaliar possíveis evidências de angiogênese através da expressão de Fator 8, 

VPAC2 e NK1. 
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