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RESUMO

O megaesdfago chagésico é umas das principais alteracGes clinicas da forma digestiva
da doenca de Chagas. Dentre as principais caracteristicas desta patologia, podemos citar
alargamento da parede do es6fago, perda da peristalse e dificuldade de degluticdo dos
alimentos. O processo inflamatorio é considerado como um importante fator
responsavel pelas lesdes no Sistema Nervoso Entérico. Essas lesdes iniciadas ainda na
fase aguda da doenca podem persistir até a fase crénica e resultar no desenvolvimento
do mega. Estudos tém demonstrado que alteragbes no perfil de neuropeptideos, tais
como o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e substancia P sdo capazes de promover
alteracOes na barreira epitelial, distdrbios motores e induzir o processo inflamatério em
varias patologias que acometem o trato gastrointestinal (GI). O presente trabalho teve
como objetivo avaliar evidéncias de participacdo de VIP e substancia P na patologia do
megaesbfago induzido pela infeccdo por Trypanosoma cruzi. Além disso, propomos
investigar possiveis interacbes entre as estruturas do esdfago através da
imunorreatividade de seus receptores VPAC2 e NK1. Os resultados qualitativos
demonstram imunorreatividade a VIP e substancia P em filetes nervosos, eosinéfilos e
células epiteliais do esdfago de individuos infectados com e sem megaesofago e
individuos ndo infectados. Além disso, foram demonstradas células epiteliais, vasos
sanguineos, células mononucleares imunorreativas (IR) a VPAC2 e NK1, e
imunorreatividade apenas a VPAC2 em células polimorfonucleares, células musculares
lisas e células enterogliais do es6fago de todos os individuos analisados. As analises
semi-quantitativas revelaram que os individuos infectados com megaesdfago
apresentam diminuicdo na densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e aumento na
densidade relativa de filetes nervosos substancia P-IR; aumento na porcentagem de
eosinofilos VIP-IR e substancia P-IR; diminuicdo na densidade de células epiteliais
VIP-IR, substancia P-IR, VPAC2-IR e NK1-IR. Além disso, foi observada correlagao
positiva entre a densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e a densidade de filetes
nervosos PGP-9.5-IR e uma correlacéo negativa entre as marcacoes de eosindéfilos, VIP
e substancia P e o numero de neurdnios. Diante desses dados ousamos sugerir que
alteracdes no perfil de VIP e substancia P devem contribuir para a patologia do
megaesdfago chagésico, através da sua interferéncia no processo inflamatério e na

homeostase da barreira epitelial da mucosa.
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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
VPAC?2 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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INTRODUCAO

1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € causada pelo parasito intracelular Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). E considerada uma doenca endémica rural e assumiu grande importancia nos
centros urbanos, devido ao processo de migragdo do campo para a cidade (DIAS et al.,
2002; AGUILAR et al., 2007). A doenca instalou-se como zoonose devido a
interferéncia do homem nos reservatorios naturais e consequentemente resultaram em
desequilibrios ecoldgicos que levaram os insetos vetores hematofagos, “os barbeiros”, a
se adaptarem ao domicilio humano. Assim, o sangue de animais domésticos e do
proprio homem passou a ser fonte de alimento para estes vetores hemat6fagos (DIAS
2006b; COURA 2007). Atualmente, cerca de 16 milhGes de pessoas ainda estdo
infectadas com o parasito e 75 a 90 milhGes de pessoas ainda estdo expostas a infec¢éo
na América Latina (SCHMUNIS AND YADON 2010).

A transmissdo da doenca de Chagas se da principalmente pelo inseto vetor, o
barbeiro, o qual deposita suas fezes contaminadas com as formas infectantes do parasito
no local da picada. Nas areas endémicas também sdo comuns outras formas de
transmissdo como a transmissdo transfusional, transmissdo por via oral, transmisséo
congénita, e em menor freqiiéncia, a transmissao por transplante de 6rgaos e acidentes
laboratoriais (COURA AND VINAS 2010; SILVEIRA AND PIMENTA JUNIOR
2011).

O ciclo do parasito inicia-se quando o inseto vetor suga o sangue de um
individuo 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 ai na forma contaminante tripomastigota.
Geralmente durante a noite, ao picar novo individuo, o inseto contaminado deposita
suas fezes com as formas tripomastigotas proximo ao local da picada. Apds penetrarem
pelas mucosas ou por uma area lesada, os parasitos tém acesso a circulagéo linfatica e
sanglinea, indo invadir diversos tipos celulares. Uma vez dentro das células do
hospedeiro, os parasitos transformam-se em amastigotas e ap6s diversos ciclos de
multiplicacdo, ddo origem a numerosas formas tripomastigotas. As células quando

rompidas liberam o0s parasitos nos tecidos adjacentes e na circulacdo. 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 infeccéo caracteriza-se pelo alto nivel de parasitos
no sangue e nos tecidos. Essa fase € marcada por destruicdo celular e infeccdo de
diversos tipos celulares, como macrdfagos, células musculares lisas, esqueléticas e
cardiacas e células gliais (DA MATA et al., 2000; DIAS 2006a). Ap6s um periodo de
incubacdo de 7 a 14 dias, observa-se 0 aparecimento dos sintomas, que Sdo mais
frequentes em criancas do que em adultos. Os sinais mais comuns sdo: lesdo
inflamatoria no local da picada, hepatoesplenomegalia, nausea, vomito, diarréia, tosse e
anorexia. Alguns individuos chagasicos morrem nessa fase devido a complicacdes
associadas com miorcardite ou meningoencefalite (KOBERLE 1968).

A transicdo da fase aguda para a fase cronica é acompanhada por significante
reducdo dos niveis do parasito no sangue e nos tecidos, devido a uma mobilizacdo da
resposta imunolégica do individuo. Nesta fase, a maioria dos individuos infectados
permanece sob a forma indeterminada, ou seja, totalmente assintomaticos, com
eletrocardiografia e radiografia do coracdo, esdéfago e colon normais, vindo a falecer por
outras causas. Apds um intervalo de 10 a 20 anos, alguns pacientes podem evoluir para
a forma crbnica sintomatica da infeccdo com comprometimento cardiaco, digestivo ou
cardio-digestivo e, mais raramente, sintomas neurolégicos (KOBERLE 1961).

A cardiopatia chagéasica crénica € uma das formas clinicas mais estudadas da
doenca de Chagas. O diagndstico baseia-se na sorologia positiva para a infec¢do pelo T.
cruzi, acompanhada de evidéncias clinicas, eletrocardiogréaficas e radiol6gicas de
acometimento cardiaco. Os sintomas estdo relacionados principalmente com distarbios
da conducdo e do ritmo cardiacos, insuficiéncia cardiaca congestiva, fenbmenos
tromboembdlicos e arritmias graves. Nos estagios mais avancados dessa forma, os
pacientes apresentam um aumento acentuado do coragdo e microscopicamente observa-
se um infiltrado inflamatdrio focal ou difuso, fibrose intersticial, degeneracdo de células
miocardicas e degeneracdo autonémica (MACHADO et al., 2000; RASSI et al., 2007;
MARIN-NETO et al., 2007).

O comprometimento do trato digestivo na doenca de Chagas ocorre com
frequiéncia variavel, conforme a regido endémica estudada, e pode apresentar-se ou nao
associado a cardiomiopatia chagasica. Estudos epidemioldgicos em areas endémicas do

Brasil demonstram que 8-10% dos pacientes cronicos possuem a forma digestiva da
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doencga (DIAS et al., 2002). No Brasil, os casos da forma digestiva da doenca de Chagas
englobam principalmente a regido central do pais, compreendendo parte dos estados de
Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Bahia e sul do Piaui (DE REZENDE 1984).

Na forma digestiva da doenca de Chagas, as alteracbes mais comuns e
expressivas ocorrem no es6fago e no célon, que podem evoluir para 0 megaeséfago ou
megacolon, respectivamente. Outras manifestagdes digestivas podem ser raramente
apresentadas na fase cronica da infeccdo, tal como megaduodeno, megajejuno e
megaileo (OLIVEIRA et al., 1998; MENEGHELLI 2004).

O diagndstico para a forma digestiva da doenca de Chagas é feito através de
exames clinicos e exames radiol6gicos, por meio da ingestdo de contraste para avaliacao
da motilidade e da dilatacdo do 6rgdo (MENEGHELLI 2004). As alteracdes no eséfago
variam desde o mais leve distirbio motor até os grandes dolicomegaesofagos. De
acordo com RESENDE e cols. (1960), o megaesofago pode ser classificado
radiologicamente em quatro grupos: 1) esdfagos de calibre aparentemente normal ao
exame radioldgico, com transito lento e pequena retencdo de contraste; 2) eséfagos com
pequeno e moderado aumento de calibre e apreciavel retencdo de contraste; 3) esdéfagos
com grande aumento de calibre, hipotonia, atividade motora reduzida e grande retencéo
de contraste e 4) dolicomegaesdfagos — esdfagos com grande capacidade de retencéo,
aténico e alongado.

Os sintomas mais comuns apresentados por pacientes portadores de
megaesbfago sdo disfagia, regurgitacdo e perda de peso (KOBERLE 1968). A disfagia é
a manifestacdo mais frequente da doenca, tendo sido descrita pelo proprio Carlos
Chagas, em 1916. O paciente sofre dificuldades para deglutir alimentos soélidos,
necessitando de liquido para permitir a sua propagacdo, porém na fase mais avancada da
doenca, observa-se também nesses pacientes uma dificuldade para deglutir alimentos
liquidos (CHAGAS 1916).

As alteraces motoras no megaesdfago estdo presentes ao longo de todo o 6rgéo,
sendo mais intensas nos 2/3 distais do 6rgdo, constituido de musculatura lisa. Alteracdes
na resposta do esfincter inferior do eséfago a degluticdo foram identificadas, quer como
incapacidade do esfincter relaxar-se, parcial ou totalmente (acalasia), quer pela abertura
antecipada ou retardada, em relacdo a onda peristaltica (KOBERLE 1968). Como
consequéncia das perturbagcGes motoras, o transporte de alimento no es6fago torna-se

lento e irregular, causando estagnacéo e dilatacdo do Orgao que, por sua vez, conduz a
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hipertrofia do masculo, dificultando ainda mais a passagem do contetido (KOBERLE
1963; MARTINS CAMPOS AND TAFURI 1973).

Os dados da literatura ndo deixam duavidas quanto ao papel das lesGes de
neurdnios do sistema nervoso entérico (SNE) no desenvolvimento das desordens
anatdmicas e funcionais associadas a0 megaesdfago chagasico. KOBERLE (1968), ao
analisar o esdfago e o cdlon de pacientes chagasicos portadores e ndo portadores de
megaesdfago e megacdlon demonstrou que o0s pacientes portadores de mega
apresentaram diminuicdo na contagem neuronal. Segundo o autor, para o
desenvolvimento dos megas, o esdfago e o colon deveriam sofrer 95% e 55% de
desnervacao, respectivamente. Além disso, TAFURI e cols. (1971) demonstraram que
0s neurénios da parede do esdfago e do cdlon de pacientes chagasicos com a forma
digestiva podem apresentar-se hipertrofiados e/ou com sinais de degeneracao.

As alteracbes microscopicas que sdo comumente observadas no eséfago de
pacientes chagéasicos portadores de mega consistem de ganglionite, periganglionite,
neurite, perineurite e intensos fenbmenos degenerativos dos neurdnios chegando a
destruicdo completa dos ganglios mioentéricos com consecutiva fibrose (TAFURI et al.,
1971). Os infiltrados inflamatorios presentes na tlnica muscular esofagica desses
pacientes sdo compostos de 72-93% de linfécitos T CD3", de 6-29% de macréfagos
CD68" e 1-4% de linfécitos B CD20". Cerca de 1-35% das células do infiltrado
inflamatdrio nas camadas musculares expressam antigeno intracelular de célula T-1
(T1A-1), uma proteina encontrada em linfocitos T citotoxicos e células natural killer,
conhecida por induzir apoptose em células infectadas e células cancerigenas (D’AVILA
REIS et al., 2001). Em pacientes portadores de megaesdfago, células do sistema imune
com potencial citotéxico sdo observadas também nos plexos nervosos da parede do
Orgdo. Nessa regido observam-se linfocitos TIA-1, células natural killer, eosindfilos,
mastécitos e macréfagos (DA SILVEIRA et al., 2005).

Através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), DA SILVEIRA e
cols. (2005) detectaram o KDNA do T. cruzi em amostras de tecidos de es6fago de
pacientes chagasicos portadores de megaes6fago em 100% dos casos analisados. Além
disso, o KDNA do parasito, bem como inflamagdo discreta, foram observados também
em alguns individuos infectados sem megaes6fago e com 6rgdo de calibre dentro da
faixa de normalidade (VAGO et al., 1996). Analises estatisticas demonstraram uma

correlagé@o positiva entre intensidade do processo inflamatdrio, presenga do parasito e
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grau de desnervacdo, sugerindo que as lesGes teciduais observadas na forma digestiva
da doenca de Chagas sejam pelo menos em parte, consequéncia de mecanismos imune
citotoxicos, dependentes da presenca do T. cruzi (DA SILVEIRA et al., 2005).

Estudos posteriores demonstraram que pacientes chagasicos ndo portadores de
megaes6fago podem também apresentar baixa contagem neuronal, sem qualquer
sintoma da doenca digestiva (ADAD et al., 1991; DA SILVEIRA et al., 2005). Atraves
da utilizacdo de um marcador pan-neuronal, o produto génico da proteina 9.5 (PGP 9.5),
autores demonstraram diminuicdo significativa na densidade de filetes nervosos PGP
9.5 imunorreativo (IR) nas camadas musculares do es6fago de pacientes chagasicos com
megaesofago (NASCIMENTO et al., 2010). Logo, 0s autores sugeriram que a contagem
neuronal por si s6 nem sempre se relaciona com desenvolvimento do megaesofago

chagasico, sendo necessario avaliar também a inervacao nas camadas musculares.

2. Breve reviséo sobre a fisiologia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (GI) é um sistema responsavel pela digestdo, absorcéao de
nutrientes, secrecdo e reabsor¢do de fluidos. Estas funcGes dependem da atividade
contratil da musculatura lisa para misturar e propagar o conteudo intestinal em
condigdes fisiologicamente normais. Ambas as funcdes, sdo reguladas primariamente
pelo SNE, localizado na propria parede do érgdo, estendendo desde a musculatura lisa
do es6fago até o &nus. Em circunstancias normais, a fungéo do trato Gl é regulada pela
combinacdo de influéncias intrinsecas e extrinsecas. As influéncias intrinsecas sdo
conduzidas por neurbnios situados em dois grandes plexos, o mioentérico e o
submucoso, enquanto que as influéncias extrinsecas sdo representadas pelas
subdivisdes, simpatica e parassimpatica do sistema nervoso autdbnomo (SNA).
Entretanto, uma caracteristica Unica do SNE é que ele pode regular as funcdes do trato
Gl na auséncia do SNA (FURNESS AND COSTA 1980; WOOD et al., 1999).

O plexo mioentérico ou plexo de Auerbach esta situado entre as duas camadas
da muscular prépria. Nesse plexo, encontram-se a grande maioria dos corpos neuronais
do SNE, com predominio de neurdnios motores, 0s quais estendem projecdes de feixes
nervosos para as camadas musculares, interna e externa. Além disso, outros neurénios
presente nesse plexo emitem projecdes para as outras camadas do trato GIl, como
mucosa e submucosa (GABELLA 1972; WOOD et al., 1999).
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O plexo submucoso ou plexo de Meissner esté situado na camada submucosa,
sendo formado de géanglios interconectados por feixes nervosos que inervam
principalmente a mucosa, vasos sanguineos e glandulas. O plexo submucoso é formado
por camadas que sdo identificadas como interna (ou plexo de Meissner) adjacente a
muscular da mucosa e, externa (ou plexo de Henle) proxima a muscular interna. Em
alguns casos uma camada intermediaria, pode ser identificada entre as camadas interna
e externa. Esse plexo € mais desenvolvido nos intestinos (HOYLE AND BURNSTOCK
1989; TIMMERMANS et al., 2001).

Os circuitos neurais entéricos sdo compostos de neurbnios organizados em
ganglios conectados por feixes interganglionares. No SNE o numero de neurdnios €
cerca de 100 milhdes, sendo que a distribuicdo destes e a codificacdo neuroquimica dos
mesmos variam em diferentes locais do trato GI. Funcionalmente, estes neurénios
podem ser classificados em neur6nios aferentes primarios intrinsecos (IPANSs) ou
neurdnios sensoriais, interneurdnios e neurdnios motores que agem sobre diferentes
células efetoras, incluindo mdsculo liso, vasos sanguineos locais, glandulas e epitélio
(COSTA et al., 2000).

Os IPANs ou neurbnios sensoriais sdo responsaveis por detectar as condi¢Ges
dentro do trato Gl e transmiti-las para um circuito neural integrado. Na presenca de um
estimulo quimico ou mecanico, os IPANs respondem modificando o estado funcional
do oOrgdo, levando a alteracGes reflexas na atividade contrétil, no transporte de fluido
através da mucosa e no fluxo sanguineo local. Os IPANSs estdo localizados em ambos 0s
plexos, mioentérico e submucoso e emitem projecfes principalmente para a mucosa.
Além disso, realizam sinapse com outros IPANS, interneurdnios e neurbnios motores
excitatorios e inibitorios. Seus transmissores sdo acetilcolina e taquicininas
(neuroquinina A, neuroquinina B e substancia P) (FURNESS et al., 2004; FURNESS
2006).

Os interneurbnios também estdo presentes em ambos os plexos, mioentérico e
submucoso e fazem sinapse com outros interneurdnios, neurénios motores e IPANs. Os
neurotransmissores excitatorios utilizados pelos interneurdnios séo acetilcolina e
taquicininas (neuroquinina A, neuroquinina B e substancia P), enguanto que o0s
inibitdrios sdo 6xido nitrico (NO) e polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) (KUNZE
AND FURNESS 1999; BORNSTEIN et al., 2004).
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Os neurdnios motores séo subdivididos em trés grupos, os motores musculares,
0s secretomotores e 0s vasomotores. Os neurdnios motores musculares inervam ambas
as camadas musculares do trato Gl. Eles podem ser divididos em dois grupos, 0s
excitatorios e os inibitorios. Os neurbnios excitatorios utilizam acetilcolina e
taquicininas (neuroquinina A, neuroquinina B e substancia P) como neurotransmissores,
enquanto os neurénios inibitérios utilizam outros neurotransmissores como, NO, VIP e
tri-fosfato de adenosina (ATP). Os secretomotores e 0s vasomotores inervam
principalmente a mucosa e estdo relacionados com o controle da secrecdo de fluidos e
eletrolitos, e do fluxo sanguineo (HANSEN 2003a; WOOD 2007).

O epitélio do trato GI é um dos tecidos mais dindmicos no organismo adulto.
Sua renovacao é bastante rapida e envolve diversos processos celulares, tais como,
proliferacdo, diferenciacdo e eliminacdo que pode ocorrer por apoptose ou esfoliacdo
(VAN DER FLIER AND CLEVERS 2009). Além de separar o conteudo do limen das
estruturas internas do corpo, a integridade da barreira epitelial também é fundamental
para defesa contra a invasdo de patdgenos. No entanto, as mucosas sao também
responsaveis pela absorcao de nutrientes e secrecao de fluidos, o que exige uma barreira
seletivamente permeéavel (MAGALHAES et al., 2007; TURNER 2009). A queda dessa
barreira epitelial permite a invasdo de antigenos, e consequentemente, a ativacdo de
células do sistema imune, como observado na doenca de Crohn (FRIES et al., 2005).
Embora o SNE desencadeie efeitos sobre a permeabilidade intestinal, a secrecdo dos
neuropeptideos VIP (NEUNLIST et al., 2003b; TOUMI et al., 2003; CONLIN et al.,
2009) e substéncia P na mucosa (KOON et al., 2007,; TURNER et al., 2007), tém sido
apontada por estar envolvida no controle da proliferacdo e na organizacdo das células
epiteliais. Outros mediadores como o fator transformador de crescimento-beta (TGF-),
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
proliferacdo celular e induzindo a apoptose. Além disso, as células enterogliais, também
tem desempenhado efeitos sobre o reestabelecimento da barreira epitelial, através da
liberacdo de outros mediadores, como s-nitrosoglutationa (SAVIDGE et al., 2007) e
fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) (ZHANG et al., 2010).

Logo, o balanco entre neuropeptideos e mediadores na mucosa do trato Gl
comparece como fator importante na manutencdo da barreira epitelial e também da

homeostase do sistema imune de mucosa. Entretanto, um desequilibrio nesse
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microambiente pode favorecer reagGes imunoldgicas e conduzir a quebra da tolerancia
imune (SOUZA-MOREIRA et al., 2011).

O sistema imunologico do trato Gl € referido como tecido linfoide associado ao
trato gastrointestinal (GALT) e desempenha varias funcbes como defesa contra
patdégenos e manutencdo deste microambiente. Anatomicamente e funcionalmente, o
GALT é composto de células imunes, principalmente linfocitos T e B, dispersos no
epitélio e na lamina propria, e também organizado em estruturas, como os nodulos
linféides mesentéricos, placas de Peyer e foliculos linféides isolados (MACDONALD
2003). Além dos linfécitos T e B, sdo encontrados na mucosa do trato Gl, grande
quantidade de imunoglubulinas (Ig) A, macrofagos, células dendriticas, mastécitos e
eosinofilos (SPAHN AND KUCHARZIK 2004; LOPEZ 2007). Nesse microambiente,
as células imunes comunicam com neurénios e outros componentes celulares do trato
Gl através de diversos mediadores, dentre eles varias citocinas pré e antiinflamatérias,
como interferon (IFN)-y, interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-4, I1L-10, 1L-12, IL-13, IL-17,
IL-23 e fator de necrose tumoral (TNF)-o (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 neuropeptideos, VIP (SMALLEY et al., 2009) e substancia P
(KOON AND POTHOULAKIS 2006).

2.1 Interacdes neuroimunes nas doencas inflamatdrias intestinais

Estudos sobre SNE e células imunes tém chamado atencdo para o papel dos
neuropetideos e seus receptores na inducdo, manutencdo e exacerbacdo da resposta
inflamatdria nas doencas que acometem o trato Gl como a doencga do intestino irritavel
(IBD), caracterizadas principalmente pela doenga de Crohn e colite ulcerativa, e a
sindrome do intestino irritavel (IBS) (HOFFMAN 2012; CIESIELCZYK AND THOR
2013). Os neuropeptideos sdo considerados mediadores chave na comunicacdo entre
neurdnios, e entre neurdnios e células efetoras, como musculo liso, glandulas, células
epiteliais, vasos sanguineos e ceélulas imunes (FURNESS 2012). Em resposta as
infeccbes, toxinas ou traumas, 0s neuropeptideos sdo liberados por terminagdes
nervosas presentes na mucosa e em outras partes da parede do trato Gl, a fim de
modular a fungdo das células efetoras, incluindo vasodilatacdo, aumento da secre¢do de

fluidos, contragdo da musculatura lisa e promovendo o recrutamento de leucocitos, 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

25

como a desgranulacdo de mastocitos (KOON AND POTHOULAKIS 2006; DELGADO
E GANEA 2008; SMALLEY et al., 2009; CHANDRASEKHARAN et al., 2013). Por
outro lado, as células imunes sdo capazes de liberar mediadores inflamatdrios capazes
de alterar as propriedades dos neurdnios entéricos, como comportamento
eletrofisioldgico e composi¢do neuroquimica (SCHEMANN AND NEUNLIST 2004;
LOMAX et al., 2006). Além disso, as células imunes podem também produzir
neuropeptideos em resposta a sinais antigénicos ou inflamatdrios, e esses
neuropeptideos podem agir de uma maneira autocrina/paracrina através de receptores
especificos expressos nas células imunes, neur6nios e outros compartimentos celulares
(GONZALEZ-REY AND DELGADO 2007; LUHDER et al., 2009). Logo, essa
interacdo bidirecional entre SNE e sistema imune é fundamental para manter o
equilibrio homeostatico do microambiente do trato GI. Assim, qualquer alteracdo em
um desses sistemas pode promover um desequilibrio interno, e consequentemente,

resultar no desenvolvimento de desordens inflamatérias e autoimunes.

3. VIP e substancia P

VIP é um peptideo de 28 aminoécidos e se encontra amplamente distribuido nos
sistemas nervoso, enddcrino e imune, sendo reconhecido como importante molécula
sinalizadora na comunicacdo neuro-imune (GOMARIZ et al., 2001; GRONEBERG et
al., 2006). Em funcdo da sua ampla distribuicdo 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 modulagédo
do sistema imune, agindo como um potente fator antiinflamatério (DELGADO et al.,
2002; GONZALEZ-REY et al., 2007).

VIP desempenha suas funcbes através da interacdo com receptores de
membrana, VPACL e VPAC2, expressos sobre diversos tipos celulares (SMALLEY et
al., 2009). Esses receptores estdo acoplados a proteina G (GPCRs) e apresentam a
mesma afinidade pelo neuropeptideo. A interacdo entre VIP e seus receptores esta
envolvida com aumento citoplasmatico de adenosina 5’-monofosfato ciclico (CAMP),
adenilato ciclase e fosfolipase C, a qual pode desencadear uma cascata de efeitos
inibitorios sobre uma variedade de fatores de transcricdo envolvidos na expressao

génica de citocinas inflamatorias, quimiocinas e fatores co-estimulatérios, incluindo
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NF-x e MAPK. Apds o uso, os receptores VPAC séo internalizados e reciclados para
membrana (LABURTHE et al., 2007; COUVINEAU AND LABURTHE 2012).

O receptor VPAC1 é amplamente distribuido no SNC, sendo muito abundante
no cortex e no hipocampo (USDIN et al., 1994). No SNP, esse receptor é encontrado no
figado, pulmado, intestino, glandula mamaria e prostata (REUBI et al., 2000; SCHULZ
et al., 2004; GARCIA-FERNADEZ et al., 2005). O receptor VPAC2 é encontrado
principalmente no talamo e no nicleo supraquiasmatico e em baixos niveis no
hipocampo, tronco encefélico, corddo espinhal e ganglios da raiz dorsal (USDIN et al.,
1994; SHEWARD et al., 1995; CAGAMPANG et al., 1998). Nos tecidos periféricos,
VPAC2 pode ser encontrado principalmente no musculo liso dos sistemas reprodutor,
gastrointestinal e cardiovascular, e nas glandulas mamarias (REUBI et al., 2000; 2004
SCHULZ et al., 2004; GARCIA-FERNADEZ et al., 2005).

No trato GI, VIP é amplamente expresso por neur6nios entéricos e é considerado
como um dos principais neurotransmissores inibitorios. Seus efeitos sdo mediados
através do receptor VPAC2, expresso amplamente nas camadas musculares lisas dos
orgdos (ROBBERECHT et al., 1998; VANNESTE et al., 2004). Na mucosa, VIP ¢
encontrado em neurdnios secretomotores e vasomotores, 0s quais desempenham efeitos
sobre o epitélio e 0s vasos sanguineos, respectivamente, promovendo a secre¢do de
fluidos e vasodilatacdo (HANSEN 2003b; FURNES et al., 2004). A acéo de VIP sobre
0s vasos sanguineos € mediada principalmente por VPAC2 (REUBI 2000). Além disso,
estudo tem demonstrado que 0s vasos sanguineos sdo imunorreativos a VIP, mas nao ha
evidéncias de que células endoteliais sdo fonte desse neuropeptideo (KOVSCA
JANJATOVIC et al., 2012). Em funcdo da proximidade entre as células epiteliais e
filetes nervosos VIP-IR na mucosa, estudos tem sugerido que VIP estd envolvido na
integridade da barreira epitelial in vivo e in vitro, promovendo diminui¢cdo da
permeabilidade intestinal e aumento na expressao de proteinas que compdem a z6nula
de oclusdo nas ceélulas epiteliais (NEUNLIST et al., 2003b; CONLIN et al., 2009).
Além disso, VIP também esta envolvido no controle da proliferacdo e organizacdo 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 cancerigenas do figado (ABSOOD et al., 2008) e dos rins (VACAS et al.,
2012). Estudos em humanos tém demonstrado imunorreatividade para VIP e a
expressdo do seu mMRNA (TODOROVIC et al., 1996; JONSSON et al., 2012) além da
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imunorreatividade a seus receptores VPAC1 em células epiteliais e VPAC2 em células
neuroendocrinas (REUBI et al., 2000; HARMAR et al., 2004; SCHULZ et al., 2004) da
mucosa dos orgdos do trato GI, sugerindo uma regulacdo autocrina.

Além dos neurbnios entéricos e células epiteliais, VIP também pode ser
produzido por mastdcitos (CUTZ et al., 1978; WERSHIL et al., 1993), neutréfilos
(O’DORISIO et al., 1980; LYGREN et al., 1984), eosinéfilos (METWALI et al., 1994)
e linfécitos T (VASSILIOU et al., 2001). Essas células também podem ser moduladas
por VIP através da interacdo com os receptores VPAC. VPAC1 pode ser expresso
constitutivamente nas células T, B, macréfagos (YUKAWA et al., 2007), neutrofilos
(HARFI et al., 2004) e eosintfilos (DUNZENDORFER et al., 1998), enquanto VPAC?2
¢ expresso constitutivamente em mastécitos (KULKA et al., 2008) e pode ser induzido
em células ativadas como em linfécitos T (LARA-MARQUEZ et al.,, 2001),
plasmaocitos (WANG et al., 2007) e mondcitos (DEWIT et al., 1998).

A modulacdo das células imunes por meio do neuropeptideo VIP tem sido
bastante discutida na literatura. Estudos in vitro tém demonstrado que VIP exibe uma
potente atividade antiinflamato6ria por diminuir a producdo de citocinas IL-6 € TNF-a
por mondcitos (KOJIMA et al.,, 2005); diminuir a producdo de quimiocinas e
mediadores inflamatorios (prostaglandinas e Oxido nitrico) por macréfagos, células
dendriticas e microglia (DELGADO AND GANEA 2001; GONZALEZ-REY AND
DELGADO 2008; CHORNY AND DELGADO 2008); aumentar a sintese de 1L-10 em
macrdéfagos (DELGADO et al., 1999a); diminuir a sintese de I1L-16 em eosino6filos e
consequentemente, inibir a quimiotaxia de linfocitos (DUNZENDORFER et al., 2003);
inibir a citotoxicidade dependente de anticorpo em neutrofilos (PALERMO et al.,
1996); induzir a producdo de CCL22 (quimicina que induz a migracao de células Th2) e
inibir a producdo de CXCL10 (quimicina que induz a migracdo de células Thl) em
células dendriticas (DELGADO et al., 2004); diminuir a expressdo de receptores tipo
Toll em células sinoviais (GUTIERREZ-CANAS et al., 2006; ARRANZ et al., 2008),
macrofagos, células dendriticas e linfocitos (GOMARIZ et al., 2005); e induzir a
expressao de FoxP3 em células T reguladoras (POZO et al., 2009; ANDERSON AND
GONZALEZ-REY 2010).

Substancia P é um neuropeptideo de 11 aminoacidos pertencente a familia das
taquicininas. Esse neuropeptideo encontra-se localizado no SNC e nos tecidos

periféricos, incluindo todo o trato GI. Dentre suas funcgdes, substédncia P tem se
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destacado como neurotransmissor e neuromodulador, desempenhando um papel pré-
inflamatdrio (SEVERINE et al., 2002; O’CONNOR et al., 2004; NICOLETTI et al.,
2012).

Os efeitos de substancia P sdo mediados por trés diferentes receptores acoplados
a proteina G (GPCRs), chamados de neuroquinina (NK)-1, 2 e 3 (SEVERINE et al.,
2002; ALMEIDA et al., 2004). Substancia P se liga com alta afinidade ao receptor NK-
1 e com baixa afinidade aos receptores NK-2 e NK-3 (MAGGI 1995). A ligacdo do
neuropeptideo ao seu receptor de alta afinidade NK-1, ativa a fosforilacdo de proteinas
quinase Co, a qual ativa o sistema NF-kxf, conduzindo ao aumento na sintese de
citocinas proinflamatdrias (KOON AND POTHOULAKIS 2006).

No SNC, o receptor NK1 é expresso em neurdnios e células da glia
(LAZARCZYK et al., 2007). Nos orgdos periféricos, NK1 pode ser encontrado em
células do tecido 6sseo (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 GlI, substéncia P é encontrada principalmente nos neurdnios motores
excitatorios e nos neurdnios sensoriais. Os neurdnios motores excitatorios sao
responsaveis por induzir a contracdo da musculatura lisa do trato Gl através da interacao
com os receptores NK1 e principalmente com NK2, ambos expressos nas camadas
musculares lisas (WOOD 2007; SHIMIZU et al., 2008). Os neurdnios sensoriais ou
IPANS exercem seus efeitos sobre o epitélio e vasos sanguineos através dos receptores
NK1. Estudos in vitro tém demonstrado que substdncia P € capaz de induzir a
proliferacdo, migracdo (GOODE et al., 2003; TURNER et al., 2007) e a expressao de
fatores antiapoptdticos e angiogénicos nas células epiteliais do célon (KOON et al.,
2007; 2008). GOODE e cols. (2003) demonstraram in vitro que a expressdo de NK1 é
aumentada em células epiteliais quando as mesmas sao tratadas com citocinas
proinflamatdrias, como IFN-y, TNF-a e IL-1B. Logo, a expressdo de NK1 em células
epiteliais do colon de individuos controle, poderia refletir o perfil de citocinas do
microambiente da mucosa (GOODE et al., 2003). Quanto aos vasos sanguineos, estudos
in vivo e in vitro tém demonstrado que substancia P estimula a angiogénese, induzindo a
sintese de oxido nitrico e a proliferacdo das células endoteliais através de NK1 (ZICHE
et al., 1994; SEEGERS et al., 2003). Aléem dos neurbnios entéricos, estudo tem
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demonstrado imunorreatividade para substancia P em células epiteliais e vasos
sanguineos do trato Gl de individuos controle (MAZUMDAR AND DAS 1992). N&do ha
evidéncias se essas estruturas poderiam ser fonte desse neuropeptideo ou se isso estaria
relacionado com uma possivel captacéo.

Além dos neur6nios entéricos, as células do sistema imune também sdo capazes
de produzir substancia P e expressar seus receptores. Logo, essas células também sédo
capazes de promover uma regulacdo autocrina e também de exercer influéncia sobre
outras estruturas do trato GI, principalmente sobre o SNE. Dentre as células imunes
produtoras de substancia P podemos citar, os macrofagos, linfécitos (LAI et al., 1998;
2002) e eosinofilos (METWALI et al.,, 1994). J& a expressdao de NK1 pode ser
observada em linfécitos T (COOK et al., 1994; MCCORMACK et al., 1996), linfdcitos
B (STANISZ et al., 1987), macrdfagos (HO et al., 1997), neutrofilos (WOZNIAK et al.,
1993), mastdcitos (SHANAHAN et al., 1985) e células natural killer (LIGHVANI et
al., 2005). Ha evidéncias de que os eosinofilos 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 expressao de NK2 em eosinofilos.

A acdo pro-inflamatéria de substancia P pode ser determinada pela capacidade
de estimular, a sintese de IFN-y e (WEINSTOCK et al., 2003; BLUM et al., 2003)
MIP-1f em linfocitos T (GUO et al., 2002); TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6 em linfocitos T,
macrofagos e neutrdfilos (DELGADO et al., 2003); desgranulagdo de mastécitos (LI et
al., 2012; ZHAO et al., 2013); migracdo e desgranulacdo de eosinofilos (EL-SHAZLY
et al., 1997); migracdo e citotoxicidade de células natural killer (FEISTRITZER et al.,
2003; FU et al., 2011).

3.1 VIP e substancia P nas doencas do trato gastrointestinal

O desequilibrio neuroquimico no trato Gl tem sido alvo de muitos estudos e por
isso, tem sido apontado como fator determinante e/ou mantenedor das alteracfes
fisiologicas e imunologicas (SMALLEY et al., 2009; BEN-HORIN AND CHOWERS
2008). Estudos tém demonstrado que pacientes com colite ulcerativa apresentaram
reducdo dos niveis de VIP na mucosa do célon (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 cdlon de pacientes com colite ulcerativa.
KAMINSKA e cols. (2007) demonstraram diminuicdo de filetes nervosos VIP-IR na
mucosa do célon de criangas portadoras de colite ulcerativa. Em pacientes com acalésia
idiopatica foram observadas diminuicdo de filetes nervosos VIP-IR nas camadas
musculares, interna e externa do eséfago (WATTCHOW AND COSTA 1996). Outros
trabalhos também tém demonstrado diminuicdo de neurdnios VIP-IR no plexo
mioentérico de pacientes com megacélon chagasico (DA SILVEIRA et al., 2007c),
acalasia idiopética (VILLANACCI et al., 2010) e colite ulcerativa (KAMINSKA et al.,
2006). Nesses casos, a queda da inervacdo VIPérgica mostra-se associada a distdrbios
peristalticos e a intenso processo inflamatério. Confirmando esse papel, trabalho
desenvolvido em animais VIP-knockout (KO) tem demonstrado alteracdes anatémicas e
fisioldgicas no trato GI (LELIEVRE et al., 2007). Em modelo de colite experimental,
camundongos VPAC1-KO e VPAC2-KO desenvolveram alteragBes clinicas e
histoldgicas relacionadas a doenga e niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias.
Segundo os autores, as alteracbes foram mais significativas nos animais VPAC2-KO
(YADAV et al., 2011).

Curiosamente, autores tém demonstrado variagGes dos niveis de VIP no célon e
no sangue de pacientes com colite ulcerativa em diferentes graus da doenca.
TODOROVIC e cols. (1996) demonstraram diminuicdo da concentracdo de VIP no
sangue e no célon de pacientes com a doenca em estagio brando. Por outro lado, os
pacientes em estagio moderado ou severo apresentaram aumento dos niveis de VIP no
plasma e nos tecidos. Além disso, foi observado aumento da imunorreatividade para
VIP na camada epitelial do colon desses pacientes e nas células inflamatorias da lamina
prépria. METWALI e cols. (1994) demonstraram aumento de eosindfilos VIP-IR na
mucosa do c6lon de pacientes com doencga de Crohn.

Trabalhos também tém demonstrado forte associacdo entre o baixo nivel de VIP
em doencas autoimunes, como artrite reumatoide (JUARRANZ et al., 2008), lGpus e
tireoidite autoimune (BANGALE et al., 2003). Baseado nessas informacdes, VIP tem se
destacado como um importante agente terapéutico, proporcionando melhoras clinicas e
reducdo do processo inflamatorio em modelos experimentais de doenga de Crohn
(ABAD et al., 2003), pancreatite (KOJIMA et al., 2005) e artrite reumatoide
(DELGADO et al., 2008).
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Devido a acdo pré-inflamatoria, muitos estudos tém sugerido a participacdo de
substancia P e do seu receptor NK1 no desenvolvimento de doencas inflamatorias no
trato GI. Estudos imunohistoquimicos revelaram aumento da expressao de substancia P
nas células epiteliais do colon de pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn
(MAZUMDAR AND DAS 1992). Também foram observados aumento de filetes
nervosos substancia P-IR na mucosa de pacientes com diverticulite (SIMPSON et al.,
2009) e aumento de eosinofilos substancia P-IR na mucosa do cdlon de pacientes com
colite ulcerativa e doenca de Crohn (METWALI et al., 1994). Além disso, foram
observados aumento na taxa de neurdnios substancia P-IR no plexo mioentérico do
célon de pacientes com diverticulite (SIMPSON et al., 2009), colite ulcerativa
(NEUNLIST et al., 2003a) e megacolon chagasico (DA SILVEIRA et al., 2007c).
Niveis elevados de substancia P foram observados no soro de pacientes com pancreatite
cronica (MASCETTA et al., 2012), colite ulcerativa e doenga de Crohn (TAVANO et
al., 2012). Reforcando o papel de substancia P no desenvolvimento de doencas
inflamatdrias no trato GI, estudos em modelo experimental de colite demonstraram que
animais substancia P-KO foram mais resistentes ao desenvolvimento da patologia e
apresentaram niveis mais baixos de citocinas pro-inflamatérias do que os animais
controle (ENGEL et al., 2011b; 2012a; 2012b).

A expressdo do receptor NK1 também tem sido bastante discutida na literatura e
apresenta resultados controversos. RENZI e cols. (2000) demonstraram por
imunohistoquimica aumento da imunorreatividade & NK1 nas células epiteliais e
endoteliais de pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn. GOODE e cols.
(2000) demonstraram aumento significativo dos niveis de mRNA do receptor NK1 na
mucosa do colon de pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn. Através da
técnica de imunohistoquimica, os autores também demonstraram aumento de células
mononucleares NK1-IR na lamina prdpria desses pacientes. Curiosamente, foi
observado aumento significativo na imunorreatividade para NK1 nos neurdnios do
plexo mioentérico apenas de pacientes com doenca de Crohn. Por outro lado, foi
observada diminui¢do da imunorreatividade para NK1 no epitélio do célon de ambos os
pacientes. Outros trabalhos também demonstraram diminuigdo da expressdo de mRNA
de NK1 na mucosa do célon de pacientes com IBS (CHANG et al., 2012). No
megacolon chagéasico, os autores demonstraram diminuicdo na expressdao de NK1 na
porcéo dilatada do colon (DA SILVEIRA et al., 2008).



32

O papel terapéutico de antagonistas de NK1 tem proporcionado melhoras em
varias doencas inflamatdrias. Estudos desenvolvidos em modelo de animais com colite
demonstraram que o tratamento com o antagonista do receptor NK1, CJ-12255, reduziu
a inflamacdo e formacao de fibrose no célon desses animais (KOON et al., 2010). Além
disso, esse tratamento diminuiu a expressdo de fatores pré-angiogénicos e a expressao
de mediadores inflamatdrios nos colondcitos (KOON et al., 2006; 2008; 2011). Em
modelo de artrite reumatoide, os autores demonstraram que injeces sistémicas do
antagonista do receptor NK1, WIN 51708, inibiram significativamente o inchaco nas
articulacbes dos animais submetidos ao experimento (MAKINO et al., 2012).
Adicionalmente, esse mesmo antagonista proporcionou diminuigdo da hiperalgesia no
tornozelo de animais com artrite reumatoide e diminuicdo de danos histologicos na
cartilagem (UEMATSU et al., 2011).

Na doenca de Chagas, DA SILVEIRA e cols. (2007c) realizaram estudos de
caracterizacdo do perfil neuroquimico no megac6lon chagésico, e observaram que
neurdnios produtores de VIP sdo preferencialmente destruidos. Por outro lado, a taxa de
neurdnios substancia P-IR foi significativamente maior nesses pacientes e mostrou-se
associado a intenso processo inflamatério (DA SILVEIRA et al., 2007a; 2007b). Diante
desses dados, nosso grupo propds expandir este estudo para 0 megaeséfago chagésico, a
fim de tentar investigar se o desequilibrio entre o perfil de VIP e substancia P também

estdo envolvidos no desenvolvimento dessa patologia.
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JUSTIFICATIVA

A etiologia das desordens que acometem o trato Gl tem sido amplamente
discutida na literatura e interagdes complexas entre fatores genéticos, ambientais e
imunoldgicos parecem estar envolvidos nesses processos (BOUMA AND STROBER
2003; PALLONE et al., 2003). Muitas investigacOes e observagdes sugerem que o
evento inicial das doencas inflamatdrias intestinais é causado por um distdrbio na rede
neural e imunoldgica (SVENTORAITYTE et al.,, 2008; FURNESS 2008). A
comunicacdo entre o sistema neuroimunoenddcrino no trato Gl é desempenhada por
diversos mediadores, tais como os neuropeptideos VIP e substancia P. Ambos sdo
produzidos principalmente por neurbnios e células imunes e seus efeitos podem
desencadear diversas respostas sobre 0 SNE, células do sistema imune e outras células
efetoras (KOON AND POTHOULAKIS 2006; GONZALEZ-REY et al., 2007).

Na forma digestiva da doenca de Chagas, 0 processo inflamatério comparece
como um importante fator responsavel pelas lesdes no SNE (ADAD et al., 1991; DA
SILVEIRA et al., 2005). Essas lesGes, iniciadas ainda na fase aguda da doenca, podem
persistir até a fase cronica e resultar em distarbios peristalticos e no desenvolvimento
dos megas (KOBERLE 1968). Inicialmente, nosso grupo demonstrou a presenca do
KDNA do parasito no tecido de pacientes chagasicos com e sem megaesdfago,
associado as células inflamatdrias com potencial citotoxico (D’AVILA REIS et al.
2001; DA SILVEIRA et al., 2005). A demonstracdo do kKDNA do parasito em pacientes
sem inflamac&o tecidual e sem megaesdfago sugeriu que apenas a presenca do parasito
no tecido ndo justificava mais a manutencdo ou re-ativacao do processo inflamatério na
fase cronica.

Assim, DA SILVEIRA e cols. (2007c) demonstraram alteracbes no perfil
neuroquimico de pacientes chagéasicos com megac6lon, com diminuicdo na taxa de
neurénios VIP-IR e aumento na taxa de neurdnios substancia P-IR no plexo
mioentérico, associado a intenso processo inflamatério (DA SILVEIRA et al., 2007a;
2007b). Diante desse cenario, nés levantamos a hipdtese de que “o desequilibrio no
perfil de VIP e substéncia P poderia resultar no re-estabelecimento e/ou manutengéo do
processo inflamatério e consequentemente, promoverem o desenvolvimento do

megaesbfago chagasico”.


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 investigagoes
ndo apenas para 0 SNE, mas também para células inflamatorias e outras estruturas do
esofago de individuos infectados. Além disso, analises dos receptores de VIP e
substancia P, poderiam nos dar evidéncias da interacdo entre SNE, células imunes e
outras células efetoras. Devido a impossibilidade de se tracar um estudo longitudinal em
pacientes chagésicos, introduzimos o grupo de individuos infectados ndo portadores de

megaesdfago, como estratégia para se avaliar a evolucdo do processo patolégico.
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OBJETIVOS

Obijetivo geral

Avaliar evidéncias de participacdo de VIP e substancia P na patologia do megaestfago
induzido pela infeccdo por Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos

Avaliar na porcdo inferior do es6fago de individuos infectados com T. cruzi e

individuos ndo infectados os seguintes parametros abaixo:

a) A distribuicdo da imunoreatividade a VIP, substancia P e aos seus receptores VPAC?2
e NK1.

1. A densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e substancia P-IR.
2. A porcentagem de eosinofilos VIP-IR e substancia P-IR.

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

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

b) Possiveis correlaces entre os parametros abaixo no grupo de individuos infectados

sem megaesdfago com diferentes graus de desnervacao:
1. Ndmero de neurénios 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 substancia P-IR.

3. Porcentagens de eosindfilos VIP-IR e substancia P-IR e nimero de neurdnios.
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MATERIAL E METODOS
1. Individuos

Nesse trabalho utilizamos tecidos de eso6fago de 6 individuos infectados com
megaesbfago chagasico, 6 individuos infectados sem megaesdfago chagasico e como
controle, 6 individuos ndo infectados, coletados por cirurgia ou necropsia no Hospital
Escola da Faculdade de Medicina do Triangulo Mineiro pela Dra. Sheila Jorge Adad.
Foi obtido consentimento prévio de todos os individuos, pais ou responsaveis para a
inclusdo dos mesmos no trabalho de pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG, niimero 0313.0.203.000-10 (anexo 1).

O diagnostico para infeccdo chagésica foi baseado na positividade das seguintes
reacOes: Elisa, hemaglutinacdo e imunofluorecéncia indireta para o T. cruzi. Todos 0s
pacientes deixaram a area endémica ha mais de 20 anos antes do procedimento de coleta
e nunca receberam qualquer tratamento especifico contra o parasito. Os mesmos
viveram em Uberaba, Minas Gerais onde a transmissdo natural foi interrompida por
mais de 30 anos e nunca receberam transfusdo sanguinea.

Os individuos nédo infectados apresentaram sorologia negativa para a doenca de
Chagas. Estes também viveram no estado de Minas Gerais e apresentavam idade média
de 62 + 20 anos, diametro médio do eséfago de 1,4 + 0,1 cm, nimero de neurbnios no
plexo mioentérico variando de 343 a 436 e media da densidade de filetes nervosos PGP
9.5-IR nas camadas musculares, interna de 279,00 + 64,49 pm? e externa de 355,20 +
42,87 pm?. Os pacientes chagasicos sem megaesdfago apresentavam idade média de 55
+ 11 anos, diametro médio do esbéfago de 1,4 £ 0,2 cm, nimero de neurbnios variando
de 20 a 330 e media da densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas
musculares, interna de 231,00 + 54,44 um? e externa de 302,20 + 62,18. Pacientes
chagasicos com megaes6fago apresentavam idade média de 52 + 9 anos, didmetro
médio do es6fago de 3,3 + 0,8 cm, auséncia de neurénios no plexo mioentérico em 5
dos 6 pacientes estudados, e apenas 1 paciente com 70 neurbnios e média da densidade
de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares, interna de 19,67 + 3,26 pm?e
externa de 23,33 + 5,85 pm?. O diagndstico do megaesdfago foi estabelecido através de
dados clinicos relatando obstrucdo do esdfago e dilatacdo vista através de estudos

radiologicos. A densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares,
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interna e externa do esdfago de cada individuo foi previamente analisada por
NASCIMENTO e cols. (2010). Detalhes sobre os pacientes estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Grupo de estudo

Idade Diametro Sexo NUimerode  Densidade de filetes
do esbfago neurdnios no Nnervosos
plexo PGP 9.5-IR nas

mioentérico* camadas musculares
interna / externa

(um?)**
Individuos ndo
infectados

E2 76 1,6 M 343 287 /332

E5 54 14 M 352 229 /320

E17 79 1,6 M 343 196 /318

HE12-94 34 15 M 436 372 /430

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

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

Individuos infectados
sem megaesbfago

E3 49 1,1 F 330 325/ 367

E9 47 1,3 F 196 243/ 340

El14 70 1,7 M 315 250/ 360

E4 61 1,6 M 40 176 /276

E7 66 14 M 20 195/217

E15 40 1,2 M 88 197 /253

Individuos infectados
com megaesbfago

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 29 M 0 17/21
HE45-93 53 41 M 0 18/16
ML10-86 43 2,6 M 0 23/26

*ndmero de neurdnios por 490 um do anel do es6fago.
**analisado por NASCIMENTO e cols. (2010).

- contagem n&o realizada por nao se ter uma representacao ideal dos plexos durante os cortes.

2. Coleta e preparacéo das amostras

As amostras de esdfago de cada individuo foram coletadas da regido inferior do

esdfago a 5 cm da cardia. Os tecidos foram fixados em solucdo de formaldeido 4%



38

tamponado com tampdo fosfato e incluidos em parafina. Os anéis de esdfago foram
cortados serialmente com espessura de 7 um e submetidos a estudos histologicos e

imunohistoquimicos.

3. Histologia

As seccOes de 7 um foram desparafinizadas em trés banhos de xilol (xilol I,
xilol 1, xilol 1) de 20 minutos cada e hidratadas em sucessivos banhos de alcool
(&lcool absoluto I, alcool absoluto 1, alcool 90%, alcool 80% e &lcool 70%) por 10
minutos cada banho. Em seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina,
desidratadas em banhos sucessivos de alcool (alcool 70%, alcool 80%, alcool 90%,
alcool absoluto Il e alcool absoluto I), diafanizadas (xilol I, xilol Il, xilol 111) e montadas

com laminulas e Entellan (Merck).

4. Imunohistoguimica

A retirada da parafina das laminas foi realizada com trés banhos de xilol (xilol I,
xilol 11, xilol 11l) de 20 minutos cada. Em seguida as laminas foram hidratadas em
sucessivos banhos de alcool (alcool absoluto I, alcool absoluto Il, alcool 90%, alcool
80% e alcool 70%), por 10 minutos cada banho. Do alcool o tecido foi direto para a
solugédo salina tamponada (PBS) pH 7,2 — 7,4, por 30 minutos. As laminas foram
incubadas com tampao citrato (pH 6.0) no microondas por 10 minutos para a reativagao
antigénica. Apos a fervura, as laminas foram mantidas imersas no tampdo citrato até
atingirem a temperatura ambiente.

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida por incubacdo dos cortes com
peroxido de hidrogénio (H.0,) a 4% + 0,05M de azida sodica em PBS por 30 min. O
bloqueio de ligacdo inespecifica foi obtido com uma solucdo de albumina de soro
bovino (BSA) a 2% em PBS por 30 minutos.

Foram utilizados os seguintes anticorpos (exceto para o controle negativo)
policlonais primarios: 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-substancia P (ABCAM, Cambridge, MA, USA,
Code ab14184, anti-mouse). Os anticorpos foram apropriadamente diluidos em PBS-
BSA (anti-PGP 9.5, 1:50; anti-VIP, 1:200; anti-substancia P, 1:200; anti-VPAC2, 1:250;
anti-NK1, 1:100) e adicionados as laminas (150 pl / 1amina) para incubagao overnight a
4°C.

Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com o
conjugado biotina (anti-mouse / anti-rabbit; DAKO) por 1 hora. Depois de lavadas em
PBS, as laminas foram incubadas com estreptoavidina-peroxidase (DAKO) por 1 hora.
Antes de prosseguir para a revelagdo, as laminas foram lavadas novamente com PBS.
Em seguida, foi realizada a incubacdo com a solugdo de diaminobenzidina (DAB) e
0,5% de H,0, (30v) em PBS por 10 minutos. Finalmente as ldminas foram lavadas com
PBS e contra-coradas com hematoxilina de Gill (Sigma). As mesmas passaram pelo
processo de desidratacdo (&lcool 70%, alcool 80%, alcool 90%, alcool absoluto Il e
alcool absoluto 1) e diafanizacdo (xilol I, xilol Il, xilol I1I) sendo montadas com

laminulas e Entellan (Merck).

5. Controle negativo

Para o controle negativo, as laminas foram submetidas & técnica de
imunohistoquimica e ndo foram incubadas com o anticorpo primario, logo,

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

6. Analise morfométrica

As imagens das sec¢des de tecidos submetidos a imunohistoquimica com o anti-
PGP 9.5, anti-VIP, anti-substancia P, anti-VPAC2 e anti-NK1 foram digitalizadas e
processadas em sistema de analise de imagem, o Q Capture pro, em 20 campos de cada
lamina por paciente utilizando a objetiva de 40x (area total analisada 1180x10° pm? /
individuo). Em seguida as imagens foram analisadas pelo programa Image J.

Para cada anticorpo foram capturadas imagens das seguintes regifes do esdfago;
para o anti-PGP: lamina propria e muscular da mucosa; para o anti-VIP e anti-
substancia P: epitélio, lamina prépria, muscular da mucosa e camadas musculares,

interna e externa; anti-VPAC2 e anti-NK1.: epitélio.
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Os valores absolutos de inervacdo variam muito de individuo para individuo, e
fatores como a idade, podem estar relacionados com alteracGes estruturais no SNE
(HANSEN 2003a; PHILLIPS AND POWLEY 2007). Assim, a partir da densidade de
filetes nervosos PGP 9.5-IR da lamina propria, muscular da mucosa e das camadas
musculares, interna e externa foram calculadas as densidades relativas: densidade de
filetes nervosos VIP-IR ou substancia P-IR / densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR x
100. Para a analise da densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR ou substancia 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 eosindfilos

A contagem total dos eosindfilos foi realizada em 50 campos da lamina prépria,
da camada muscular interna e do plexo mioentérico, utilizando a objetiva de 100x. A
partir dessa contagem foram calculadas as porcentagens: numero total de eosinofilos
VIP-IR ou substancia P-IR / nimero total de eosindfilos corados com hematoxilina e

eosina x 100.

8. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realiza no programa Prism 5 através do teste Kruskal-
Wallis e pés-teste de Comparagdo Multipla de Dunn’s para as diferengas na resposta
entre diferentes grupos relacionados aos dados ndo-paramétricos. A correlacdo entre os
parametros estudados foi avaliada através do coeficiente de correlacdo de Spearman. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo e foram consideradas diferencas
estatisticamente significativas para p<0,05.
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RESULTADOS

1. VIP e substancia P

1.1 Anélise qualitativa

Foram observados em todas as amostras filetes nervosos PGP 9.5-IR distribuidos
na lamina prépria e muscular da mucosa (Figs. 2A, 2B e 2C), e nas camadas
musculares, interna (Figs. 2D, 2E e 2F) e externa. Na lamina prépria dos individuos ndo
infectados e infectados sem megaesofago, os filetes nervosos PGP 9.5-IR localizaram
no tecido conjuntivo, proximo a base do epitélio e as paredes dos vasos sanguineos. Na
muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa, esses filetes nervosos
foram observados distribuidos entre as fibras musculares lisas.

Os filetes nervosos VIP-IR (Figs. 3A, 3B, 3C, 4A, 4B e 4C) e substancia P-IR
Figs. 3D, 3E, 3F, 4D, 4E e 4F), mostraram-se também distribuidos na lamina prépria,
muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa. Nos individuos nao
infectados e nos infectados sem megaesdfago, foram observados filetes nervosos VIP-
IR proximo ao epitélio e aos vasos sanguineos e filetes nervosos substancia P-IR
distribuidos na lamina prépria e proximos ao epitélio da mucosa. Nas camadas
musculares analisadas, esses filetes nervosos mostraram-se distribuidos entre as fibras
musculares.

Alguns eosindfilos apresentaram-se imunorreativos a VIP ou a substancia P. Em
cortes consecutivos os eosinofilos foram corados com hematoxilina e eosina e sua
caracterizacdo morfolégica foi determinada pelo citoplasma eosinofilico e ndcleo
bilobulado. Eles foram encontrados dispersos na ldmina prépria (Figs. 5A, 5B e 5C) na
camada muscular interna (Figs. 5D, 5E e 5F) e no plexo mioentérico (Figs. 5G, 5H e 5I)
do esdfago de todos os grupos estudados. Nos individuos infectados com megaeséfago,
os eosindfilos foram vistos associados a foco inflamatério composto de células
mononucleares em todas as regides analisadas, fato ndo observado nos outros grupos.
N&o foram observados eosindfilos proximo a neurénios no plexo mioentérico. Dos 6
individuos infectados sem megaes6fago, foi observado em um deles, o paciente E4,
foco de eosinofilos localizados principalmente no plexo mioentérico.

Eosinofilos imunoreativos a VIP ou a substancia P foram observados na lamina

propria, na camada muscular interna e no plexo mioentérico do es6fago de todos os
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individuos. Nos individuos infectados com megaes6fago, os eosindfilos também foram
vistos em foco inflamatdrio na lamina prépria e no plexo mioentérico em degeneracao,
enguanto que na camada muscular interna essas células foram vistas mais isoladas entre
as fibras musculares e ndo necessariamente associadas a inflamacao (Figs. 6A, 6B, 6C,
6D, 6E e 6F). Nos individuos ndo infectados e nos infectados sem megaesdfago, os
eosindfilos VIP-IR e substancia P-IR foram vistos isolados e longe de foco inflamatério.

Além dos filetes nervosos e eosindfilos, foram encontradas células epiteliais
VIP-IR e substancia P-IR em todas as amostras analisadas. As células do epitélio do
esdfago de individuos ndo infectados e individuos infectados sem megaes6fago
apresentaram forte marcacdo no citoplasma. As células epiteliais VIP-IR foram
observadas em todas as camadas do epitélio, mas se destacando principalmente nas
camadas do terco médio e superior (Figs. 7A e 7B). Ja nos individuos infectados com
megaesofago a imunorreatividade a VIP foi mais fraca quando comparada aos outros
grupos. A marcacdo foi observada apenas em determinadas regides do citoplasma de
algumas células do epitélio, localizadas nas camadas do terco médio e superior (Fig.
7C).

Para substancia P, a imunorreatividade também foi intensa em todas as camadas
do epitélio do esdfago dos individuos ndo infectados, predominando nas células da
camada basal, do terco médio e da borda do epitélio (Fig. 7D). Nos individuos
infectados sem megaeséfago, a marcacdo também foi intensa e mais presente no
citoplasma das células epiteliais do terco médio e superior (Fig. 7E). Por outro lado, a
imunorreatividade no epitélio do es6fago de individuos infectados com megaeséfago foi

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

1.2 Analises semi-gquantitativas

1.2.1 Filetes nervosos

A andlise de filetes nervosos VIP-IR e substancia P-IR foi expressa como
densidade relativa e o calculo foi realizado com base nos valores absolutos da densidade
de filetes nervosos PGP 9.5-IR de cada individuo. Foi demonstrado diminuicdo
significativa na densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lamina prépria, na
muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa do esdfago de
individuos infectados com megaesofago (lamina propria: 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 individuos ndo infectados (lamina propria: 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 individuos infectados sem megaesofago (ld&mina propria: 95,00 + 36,92;
muscular da mucosa: 143,70 + 65,95; muscular interna: 231,00 + 54,44; muscular
externa: 302,20 + 62,18) (Gréfico 1).
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Gréafico 1. Densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lamina propria, muscular da mucosa e nas
camadas musculares interna” e externa” do esdfago de individuos no infectados e individuos infectados
com e sem megaesdfago. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos ndo infectados (p<0,05). (**)
indica diferenga estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos infectados sem
megaesdfago (p<0,05). Area total analisada de 1180x10° um? por individuo. (*) analise realizada
previamente por NASCIMENTO e cols. (2010).

Na lamina propria e na muscular da mucosa a densidade relativa de filetes
nervosos VIP-IR apresentou diminuicdo significativa em individuos infectados com
megaesbfago (Iamina prépria: 24,03 + 4,64; muscular da mucosa: 19,32 + 3,86) quando
comparado aos individuos ndo infectados (lamina propria: 39,98 + 8,10; muscular da
mucosa: 34,90 + 5,62) e aos individuos infectados sem megaes6fago (ldamina prépria:
37,31 + 5,64; muscular da mucosa: 31,12 + 5,92) (Gréfico 2).

Além disso, foi revelado aumento significativo na densidade relativa de filetes
nervosos substancia P-IR na lamina propria e na muscular da mucosa do es6fago de
individuos infectados com megaes6fago (lamina propria: 20,19 + 1,82; muscular da
mucosa: 19,00 £ 1,26) comparado aos individuos ndo infectados (lamina prépria: 5,59 +
3,33; muscular da mucosa: 5,99 + 2,97) e aos individuos infectados sem megaeséfago
(lamina prépria: 8,33 + 5,04; muscular da mucosa: 7,48 + 4,56) (Gréafico 2).

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

nervosos VIP-IR diminuiu significativamente nos individuos infectados com
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megaesdfago (muscular interna: 28,92 + 8,21; muscular externa: 18,46 * 2,50)
comparado apenas aos individuos ndo infectados (muscular interna: 67,75 £+ 12,46;
muscular externa: 34,07 = 8,60). Ndo foi observada diferenca significativa entre os
individuos infectados sem megaes6fago (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 substancia P-IR foi significativamente aumentada nas
camadas musculares dos individuos infectados com megaes6fago (muscular interna:
8,18 + 1,21; muscular externa: 2,78 + 0,64) quando comparado aos individuos nao
infectados (muscular interna: 1,19 + 0,25; muscular externa: 1,20 = 0,32) e aos
individuos infectados sem megaes6fago (muscular interna: 1,49 + 0,28; muscular
externa: 1,24 + 0,64) (Grafico 2).
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Gréfico 2. Densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e substancia P-IR na lamina prépria, muscular
da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa do esdfago de individuos ndo infectados e
individuos infectados com e sem megaes6fago. Os valores sdo expressos como média + desvio padréo.
(*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos ndo infectados
(p<0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos
infectados sem megaesdfago (p<0,05). Area total analisada de 1180x10° um?por individuo.

1.2.2 Eosinofilos

A andlise estatistica confirmou aumento significativo no nimero de eosinofilos
na lamina propria, na muscular interna e no plexo mioentérico do eséfago de individuos
infectados com megaesdfago (lamina prépria: 102,00 £ 44,44; muscular interna: 18,33 £
2,73; plexo mioentérico: 33,17 + 12,25) comparado aos individuos ndo infectados
(lamina propria: 17,67 + 9,37; muscular interna: 3,50 + 2,07; plexo mioentérico: 4,00 +
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2,19) e aos individuos infectados sem megaesdfago (ldmina propria: 20,00 + 11,71;
muscular interna: 6,00 + 4,51; plexo mioentérico: 10,33 + 8,09) (Grafico 3).
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Gréfico 3. NUmero de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina na lamina prépria, muscular interna
e no plexo mioentérico do esdfago de individuos ndo infectados e individuos infectados com e sem
megaesdfago. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e o grupo de individuos ndo infectados (p<0,05). (**) indica diferenca
estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos infectados sem megaeséfago
(p<0,05). Contagem realizada em 50 campos na objetiva de 100x.

Os dados de eosindfilos VIP-IR e substdncia P-IR foram expressos como
porcentagem. Esse célculo foi realizado com base no numero total de eosinofilos
corados com hematoxilina e eosina. Assim, foi demonstrado aumento significativo na
porcentagem de eosindfilos VIP-IR e substancia P-IR na lamina prépria do es6fago de
individuos infectados com megaesofago (VIP-IR: 24,14 + 5,58; substancia P: 58,16 +
5,38) comparado aos individuos ndo infectados (VIP-IR: 15,53 + 4,38; substancia P:
13,44 £ 6,96) e aos individuos infectados sem megaeséfago (VIP-IR: 15,98 + 2,96;
substancia P: 16,57 + 3,97). Na camada muscular interna, os individuos infectados com
megaes6fago (VIP-IR: 33,52 + 5,65; substancia P-IR: 39,95 + 1,31) também
apresentaram aumento significativo na porcentagem de eosindfilos VIP-IR e substancia
P-IR comparado aos individuos ndo infectados (VIP-IR: 15,83 + 13,49; substancia P-IR:
15,83 + 13,49) e aos individuos infectados sem megaesdfago (VIP-IR: 15,79 + 7,97;
substancia P-IR: 19,76 + 11,51). No plexo mioentérico, 0 aumento significativo de
eosinofilos VIP-IR e substancia P-IR foi observado apenas entre o grupo de individuos
infectados com megaesdfago (VIP-IR: 41,58 + 3,43; substancia P-IR: 53,86 + 4,07) e 0
grupo de individuos ndo infectados (VIP-IR: 15,56 + 13,11; substancia P-IR: 12,78 +

9,98). Nao houve diferenca significativa entre o grupo de individuos infectados sem
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megaesofago (VIP-IR: 28,46 + 22,09; substancia P-IR: 30,11 + 23,59) e os outros dois
grupos (Grafico 4).
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Gréfico 4. Porcentagem de eosindfilos VIP-IR e substincia P-IR na Iamina propria, muscular interna e
plexo mioentérico do esdfago de individuos ndo infectados e individuos infectados com e sem
megaesbfago. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa entre este grupo e o grupo de individuos ndo infectados (p<0,05). (**) indica diferenca
estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos infectados sem megaeséfago
(p<0,05). Contagem realizada em 50 campos na objetiva de 100x. Calculo da porcentagem: nimero total
de eosinofilos VIP-IR ou substancia P-IR / nimero total de eosinéfilos HE x 100.

1.2.3 Células epiteliais

De acordo com a analise morfométrica, os individuos infectados com
megaesofago (VIP-IR: 1267,00 + 1075,00; substancia P-IR: 952,80 + 877,30)
apresentaram diminuicdo significativa na densidade de células epiteliais VIP-IR e
substancia P-IR quando comparados aos individuos nédo infectados (VIP-IR: 17947,00 +
3308,00; substancia P-IR: 13768,00 + 3972,00) e aos individuos infectados sem
megaesofago (VIP-IR: 16333,00 + 4995,00; substancia P-IR: 9649,00 = 3835,00)
(Gréfico 5).
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Gréfico 5. Densidade de células epiteliais VIP-IR e substancia P-IR no eséfago de individuos nédo
infectados e individuos infectados com e sem megaesdfago. Os valores sdo expressos como média +
desvio padrdo. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos
ndo infectados (p<0,05). (**) indica diferenga estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de
individuos infectados sem megaesofago (p<0,05). Area total analisada de 1180x10° um? por individuo.

2. Receptores VPAC2 e NK1
2.1 Andlise qualitativa

A imunorreatividade de VPAC2 foi observada na mucosa, nas camadas
musculares, interna e externa e no plexo mioentérico do esdfago de todos os individuos
analisados. Na mucosa VPAC2 se destacou no epitélio (Fig. 8A) e em algumas
estruturas da |&mina prdpria, como, em células mononucleares (Fig. 8B) e
polimorfonucleares (Fig. 8C) e na parede dos vasos sanguineos (Fig. 8D). Nas camadas
musculares a imunorreatividade a VPAC?2 foi observada ao redor dos nucleos alongados
das células musculares lisas (Fig. 8E). No plexo mioentérico também foram observadas
células enterogliais VPAC2-IR (Fig. 8F). J& a imunorreatividade de NK1 foi observada
apenas em regides da mucosa, como no epitélio (Fig. 8G), e nas células mononucleares
(Fig. 8H) e na parede dos vasos sanguineos (Fig. 81) da lamina prépria.

Com relacdo as celulas epiteliais VPAC2-IR, foi observada marcacdo em todas
as camadas do epitélio dos individuos ndo infectados e nos infectados sem megaeséfago
(Figs. 9A e 9B). Nos tecidos dos individuos infectados com megaeséfago, a marcacéo
predominou-se no citoplasma das células epiteliais do terco médio e superior (Fig. 9C).
No epitélio dos individuos ndo infectados e infectados sem megaeséfago, a
imunorreatividade de NK1 foi presente no citoplasma de algumas células situadas no
terco médio e superior, enquanto que nos individuos infectados com megaes6fago a

marcacdo predominou na borda das células (Figs. 9D, 9E e 9F).
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2.2 Andlises semi-quantitativas
2.2.1 Células epiteliais

Estatisticamente foi demonstrada diminuicdo significativa da densidade de
células epiteliais VPAC2-IR e NK1-IR nos individuos infectados com megaesofago
(VPAC2: 7758,00 £ 5101,00; NK1-IR: 132,50 £ 79,86) comparado aos individuos nao
infectados (VPAC2-IR: 22474,00 + 3618,00; NK1-IR: 1873,00 + 690,80) e aos
individuos infectados sem megaesdfago (VPAC2-IR: 22158,00 + 4588,00; NK1-IR:
1439,00 + 593,00) (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Densidade de células epiteliais VPAC2-IR e NK1-IR no es6fago de individuos ndo infectados
e individuos infectados com e sem megaesdfago. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo.
(*) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos ndo infectados
(p<0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e o grupo de individuos
infectados sem megaesdfago (p<0,05). Area total analisada de 1180x10° um?por individuo.

3. Estudo do grupo de individuos infectados sem megaes6fago
3.1 Andlises de correlagéo

Devido ao grau varidvel de inervacdo no grupo de individuos infectados sem
megaesdfago e com o objetivo de validar o uso de PGP 9.5, foi demonstrado
estatisticamente que o nimero de neur6nios do plexo mioentérico apresenta correlacdo
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).

Analises envolvendo outros parametros também foram realizadas nesse grupo.
Assim foi demonstrada que, a densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR apresentou
correlagdo 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, ndo houve correlacdo entre a densidade relativa de filetes
nervosos substancia 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 eosinofilos VIP-IR apresentou correlacdo negativa com
0 numero de neurdnios no plexo mioentérico (r = -0,9856 e p = 0,0028) e a porcentagem
de eosindfilos substancia P-IR também apresentou correlagdo negativa com o nimero

de neurénios no plexo mioentérico (r =-0,9856 e p = 0,0028) (Grafico 7).
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Gréfico 7. Andlises de correlagdo no grupo de individuos infectados sem megaesofago: A e B - nimero de
neurdnios 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 substancia P-
IR e a densidade de filetes nervosos PGP 9.5-IR nas camadas musculares interna e externa; G e H —
porcentagem de eosindfilos VIP-IR e substancia P-IR e nimero de neur6nios no plexo mioentérico.
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ILUSTRACOES

PRANCHA 1

Figura 1A. Seccdo do tecido epitelial de revestimento do es6fago submetido a reacdo de
imunoperoxidase sem o anticorpo priméario e contra-coradas com hematoxilina (controle

negativo). Aumento original de 40x.

Figura 1B. Seccdo da lamina propria e da muscular da mucosa do es6fago submetidas a
reacao de imunoperoxidase sem o anticorpo primario e contra-coradas com hematoxilina

(controle negativo). Aumento original de 40x.

Figura 1C. Seccdo da camada muscular interna do es6fago submetida a reacdo de
imunoperoxidase sem o anticorpo primario e contra-corada com hematoxilina (controle

negativo). Aumento original de 40x.
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PRANCHA 2

Figura 2A. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lamina propria e
na muscular da mucosa do eséfago de individuos nao infectados (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 2B. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lamina propria e
na muscular da mucosa do esdfago de individuos infectados sem megaesdfago (setas).

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

Figura 2C. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na lamina propria e
na muscular da mucosa do eséfago de individuos infectados com megaesofago (setas).

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

Figura 2D. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular
interna do esdfago de individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com
hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 2E. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados sem megaesdfago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 2F. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos PGP 9.5-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.
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PRANCHA 3

Figura 3A. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na lamina propria e na
muscular da mucosa do eséfago de individuos nao infectados (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 3B. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na lamina propria e na
muscular da mucosa do esdfago de individuos infectados sem megaesofago (setas).

Nucleos contra-corados com hematoxilina. original de 40x.

Figura 3C. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na lamina propria e na
muscular da mucosa do esdfago de individuos infectados com megaeséfago (setas).

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

Figura 3D. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos substancia P-IR na lamina
propria e na muscular da mucosa do esé6fago de individuos nédo infectados (setas). Ndcleos

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

Figura 3E. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos substancia P-IR na lamina propria
e na muscular da mucosa do eséfago de individuos infectados sem megaes6fago (setas).

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

Figura 3F. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos substancia P-IR na lamina prépria
e na muscular da mucosa do esdfago de individuos infectados com megaes6fago (setas).

Ndcleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.
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PRANCHA 4

Figura 4A. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular
interna do esdfago de individuos ndo infectados. Nucleos contra-corados com hematoxilina

(setas). Aumento original de 40x.

Figura 4B. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados sem megaesofago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 4C. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos VIP-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 40x.

Figura 4D. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos substancia P-IR na camada
muscular interna do eséfago de individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados

com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 4E. Perfil imunohistoquimico de filetes nervosos substancia P-IR na camada
muscular interna do esdfago de individuos infectados sem megaesdfago (setas). Nucleos

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 4F. Perfil imunohistoquimico filetes nervosos substancia P-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.
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PRANCHA 5

Figura 5A. Distribuicdo de eosinofilos corados com hematoxilina e eosina na lamina

prépria do es6fago de individuos ndo infectados (setas). Aumento original de 40x.

Figura 5B. Distribuicdo de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina na lamina
propria do es6fago de individuos infectados sem megaes6fago (setas). Aumento original de
40x.

Figura 5C. Distribuicdo de eosinofilos corados com hematoxilina e eosina na lamina
prépria do esdfago de individuos infectados com megaesofago (setas). Aumento original
de 40x.

Figura 5D. Distribuicdo de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina na camada
muscular interna do eséfago de individuos ndo infectados (setas). Aumento original de
40x.

Figura 5E. Distribuicdo de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina na camada
muscular interna do eséfago de individuos infectados sem megaesdfago (setas). Aumento

original de 40x.

Figura 5F. Distribuicdo de eosinofilos corados com hematoxilina e eosina na camada
muscular interna do esdfago de individuos infectados com megaesofago (setas). Aumento

original de 40x.

Figura 5G. Distribuicdo de eosinofilos corados com hematoxilina e eosina no plexo

mioentérico do esb6fago de individuos ndo infectados (setas). Aumento original de 40x.

Figura 5H. Distribuicdo de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina no plexo
mioentérico do esdfago de individuos infectados sem megaesdfago (setas). Aumento

original de 40x.

Figura 5I. Distribuigdo de eosindfilos corados com hematoxilina e eosina no plexo
mioentérico do es6fago de individuos infectados com megaesofago (setas). Aumento

original de 40x.
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PRANCHA 6

Figura 6A. Perfil imunohistoquimico de eosindfilos VIP-IR na lamina propria do eséfago
de individuos infectados com megaesofago (setas). Nucleos contra-corados com

hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 6B. Perfil imunohistoquimico de eosindfilos VIP-IR na camada muscular interna
do esbfago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-corados

com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 6C. Perfil imunohistoquimico de eosinofilos VIP-IR no plexo mioentérico do
esdfago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-corados com

hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 6D. Perfil imunohistoquimico de eosindfilos substancia P-IR na lamina propria do
esdfago de individuos infectados com megaesdéfago (setas). Ndcleos contra-corados com
hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 6E. Perfil imunohistoquimico de eosinofilos substancia P-IR na camada muscular
interna do es6fago de individuos infectados com megaes6fago (setas). Nucleos contra-

corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 6F. Perfil imunohistoquimico de eosinofilos substancia P-IR no plexo mioentérico
do esbdfago de individuos infectados com megaesdfago (setas). Ndcleos contra-corados

com hematoxilina. Aumento original de 100x.

61



62




PRANCHA 7

Figura 7A. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VIP-IR no es6fago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 7B. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VIP-IR no esdfago de individuos
infectados sem megaeséfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 7C. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VIP-IR no es6fago de
individuos infectados com megaesdfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.

Figura 7D. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais substancia P-IR no esdfago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 7E. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais substancia P-IR no eséfago de
individuos infectados sem megaesdfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.

Figura 7F. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais substancia P-IR no eséfago de
individuos infectados com megaesdfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.
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PRANCHA 8

Figura 8A. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VPAC2-IR no esdfago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 8B. Perfil imunohistoquimico de células inflamatérias mononucleares VPAC2-IR
na lamina propria do esofago de individuos infectados com megaeséfago (setas). Nucleos

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 8C. Perfil imunohistoquimico de células inflamatorias polimorfonucleares
VPAC2-IR na lamina propria do esdfago de individuos infectados com megaesdfago

(setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 8D. Perfil imunohistoquimico de vasos sanguineos VPAC2-IR na lamina prépria
do es6fago de individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 100x.

Figura 8E. Perfil imunohistoquimico de células musculares lisas VPAC2-IR na camada
muscular interna do es6fago de individuos ndo infectados (setas). NUlcleos contra-corados

com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 8F. Perfil imunohistoquimico de células enterogliais VPAC2-IR no plexo
mioentérico do es6fago de individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com

hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 8G. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais NK1-IR no esdfago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 8H. Perfil imunohistoquimico de células inflamatérias mononucleares NK1-IR na
lamina propria do esdfago de individuos infectados com megaesdfago (setas). Nucleos

contra-corados com hematoxilina. Aumento original de 100x.

Figura 8l. Perfil imunohistoquimico de vasos sanguineos NK1-IR na lamina prépria do
esdfago de individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 100x.
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PRANCHA 9

Figura 9A. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VPAC2-IR no esdfago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 9B. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VPAC2-IR no esdfago de
individuos infectados sem megaes6fago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.

Figura 9C. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais VPAC2-IR no esdfago de
individuos infectados com megaesdfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.

Figura 9D. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais NK1-IR no esbfago de
individuos ndo infectados (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina. Aumento

original de 40x.

Figura 9E. Perfil imunohistoquimico de ceélulas epiteliais NK1-IR no esdfago de
individuos infectados sem megaesdfago (setas). Nucleos contra-corados com hematoxilina.

Aumento original de 40x.

Figura 9F. Perfil imunohistoquimico de células epiteliais NK1-IR no es6fago de
individuos infectados com megaesdfago (setas). Nucleos 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 sdo inéditos:

A. Os individuos infectados com megaestfago apresentaram:

1. Diminuicdo na densidade relativa de filetes nervosos VIP-IR e aumento na
densidade relativa de filetes nervosos substancia P-IR, na lamina propria,

muscular da mucosa e nas camadas musculares, interna e externa;

2. Aumento na porcentagem de eosindfilos VIP-IR e substancia P-IR na lamina

prépria, muscular interna e no plexo mioentérico;

3. Diminuicdo na densidade de ceélulas epiteliais VIP-IR, substancia P-IR,
VPAC2-IR e NK1-IR;

B. Os individuos infectados sem megaes6fago apresentaram:

1. Correlagdo 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. Correlacdo negativa entre as porcentagens de eosinofilos VIP-IR e substancia

P-IR e 0 nimero de neurdnios no plexo mioenteérico;
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DISCUSSAO

A relacdo entre SNE e sistema imune € mediada por uma rede complexa de células
que estdo em constante comunicacdo para desenvolver uma variedade de respostas
coordenadas a um determinado antigeno. Assim o sistema imune informa ao SNE quando
uma resposta inflamatoria para uma infeccdo estd ocorrendo e o SNE responde a esta
informacao alterando o estado do 6rgédo. Diversos mediadores como citocinas, hormonios e
neuropeptideos participam dessa comunicacao. Dentre os neuropeptideos, VIP e substancia
P, produzidos principalmente por neurdnios (HANSEN 2003a; WOOD 2007) e células
imunes (LYGREN et al., 1984; WERSHIL et al., 1993; METWALI et al., 1994), tém
chamado a atencdo por estarem envolvidos em varias desordens do trato GI, como na
acalasia idiopatica (WATTCHOW AND COSTA 1996; VILLANACCI et al., 2010),
megacolon chagéasico (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 doenca de Chagas, mais especificamente no esdfago, o estudo desses
neuropeptideos se torna relevante uma vez que a sua patologia nos parece estar associada
ndo apenas a permanéncia do parasito no tecido durante a fase crnica, como ousou se
considerar por alguns (DA SILVEIRA et al., 2005), mas também a disturbios de
mecanismos locais imunomodulatérios (DA SILVEIRA et al., 2007c). Além disso, a
fisiologia do es6fago é totalmente dependente da acdo desses neuromediadores, como sera
discutido, oportunamente, ao longo deste texto.

Inicialmente, demonstramos a presenca de filetes nervosos, eosindfilos e células
epiteliais VIP-IR e substancia P-IR em todas as amostras analisadas. Os filetes nervosos
foram observados na lamina propria, muscular da mucosa e nas camadas musculares do
esdfago de individuos ndo infectados e infectados com e sem megaesdfago. Essas
informacdes corroboram com dados da literatura, confirmando a presenca de filetes
nervosos VIP-IR e substancia P-IR nessas camadas do esdfago de individuos saudaveis
(FERRI et al., 1984; WATTCHOW et al., 1987; NEWTON et al., 1999).

Outra observacdo importante e também confirmada por WATTCHOW e cols.
(1987), é que a inervagdo VIPérgica é abundante no esofago de individuos saudaveis
guando comparada a escassez de filetes nervosos substancia P-IR. O predominio de filetes

nervosos VIP-IR poderia estar relacionado a fisiologia do érgao, pelo fato de que o esdéfago
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apresenta a fungdo de conduzir o alimento até estdbmago, necessitando mais de uma
inervacao inibidora capaz de proporcionar o relaxamento da musculatura lisa e do esfincter
inferior, como descrito na literatura (BIANCANI et al., 1984; BEHAR et al., 1989), do que
uma inervacdo excitatoria a qual desempenharia um efeito oposto (LEANDER et al.,
1982). Interessantemente, um dos dados inéditos desse trabalho foi a deteccdo da
reatividade ao receptor de VIP, denominado de VPAC2, nas camadas musculares lisas.
VPAC?2 tem sido considerado por muitos como o principal receptor envolvido nas funcgdes
inibitdrias de VIP sobre o trato GI (ROBBERECHT et al., 1998; VANNESTE et al., 2004;
KATO et al., 2012).

Na l&mina propria, os filetes nervosos VIP-IR foram encontrados proximos aos
vasos sanguineos e a base do epitélio da mucosa. Segundo dados da literatura, esses filetes
nervosos sao projecbes de neurbnios vasomotores e secretomotores que, quando
estimulados, sdo capazes de promover vasodilatacdo e secrecdo de fluidos e eletrdlitos,
respectivamente  (FURNESS 2000; DICKSON AND FINLAYSON 2009).
Interessantemente, tanto células endoteliais como células epiteliais da mucosa do eséfago
apresentaram reatividade a VPAC2. Ousamos aqui sugerir que, no esdfago aqui analisados,
a expressdo de VPAC2 nas células endoteliais revela evidéncias da acdo de VIP no
controle do fluxo sanguineo (STOJIC et al., 2007; ROGANOVIC et al., 2010) e sobre a
angiogénese (YANG et al., 2009; 2013). A reatividade a VPAC2 nas células epiteliais
poderia ilustrar a acdo moduladora de VIP para a formacédo da barreira epitelial, induzindo
a expressdo de proteinas de juncdo de oclusdo e controlando a proliferacdo celular
(TOUMI et al., 2003; NEUNLIST et al., 2003b; CONLIN et al., 2009). E importante
ressaltar que a reatividade de VPAC2 nas células epiteliais do esdfago é um dado inédito,
uma vez que varios estudos tém demonstrado apenas a reatividade de VPACL1 nas células
epiteliais dos drgdos do trato GI (REUBI et al., 2000; HARMAR et al., 2004; SCHULZ et
al., 2004).

Com relacdo aos filetes nervosos substancia P-IR, observamos que eles se
localizam principalmente na base do epitélio da mucosa. Eles fazem parte da inervacao
sensorial e respondem as alteragdes quimicas, mecanicas e de temperatura no limen dos
orgaos do trato Gl e promovem reflexos intrinsecos que influenciam na motilidade,
secrecdo e fluxo sanguineo (COSTA et al, 2000; FURNESS et al., 2004).
Interessantemente, encontramos células endoteliais e células epiteliais reativas a NK1,

receptor de substancia P. Por meio de NK1, substancia P medeia varios efeitos sobre 0s

