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RESUMO

O estudo da doenca de Chagas experimental ¢ um modelo de potencial importancia para
0 entendimento da patogénese do megaesdfago e do megacdlon. Vérios modelos de
infeccdo crénica em camundongos sdo baseados na coleta de material histopatolégico
no curso inicial da fase cronica. Todavia, neste estudo foram avaliados animais
infectados na fase aguda e com 15 meses de infec¢do a fim de investigar os aspectos da
plasticidade da musculatura intestinal lisa e inervagdo entérica. Para tanto, foram
avaliadas alteracOes histopatoldgicas da parede intestinal e do sistema nervoso entérico
de camundongos Swiss infectados com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T.
cruzi. No 11° dia p6s-infeccdo um subgrupo foi sacrificado (fase aguda) e o outro
subgrupo foi tratado com Benzonidazol e sacrificado apds 15 meses (fase cronica).
Camundongos de idade pareada foram usados como controle. Os cdlons foram
analisados qualitativa e quantitativamente na técnica morfométrica e as analises
estatisticas foram realizadas pelo teste estatistico computacional ANOVA. Na fase
aguda todos os animais infectados apresentaram infiltrado inflamatério relacionado ao
intenso e difuso parasitismo da camada submucosa, que se apresentava
significativamente espessada em relagdo ao controle. As fibras musculares
apresentavam intensa degeneracao e as alteracdes inflamatdrias correlacionaram-se com
0 aumento de fibra reticular associada a necrose das fibras musculares, especialmente na
regido distal do colon. Varios neurdnios e células da glia dos plexos de Meissner e
Auerbach apresentaram-se preservados, todavia houve diminuicdo significativa da
densidade da inervacdo intermuscular. Na fase crbnica o parasitismo apresentou-se
insignificante e espessamento das camadas do colon, hipertrofia das fibras musculares,
migracdo de mastocitos para a camada muscular, bem como deposicdo de tecido
colageno, indicativo de reparacdo por fibrose de areas lesadas durante a fase aguda,
foram observados. A arquitetura dos plexos de Meissner e Auerbach apresentou-se
focalmente afetada e foi observada diminuicdo da inervacdo intermuscular. O
camundongo Swiss reproduziu varias alteracdes histopatologicas caracteristicas do
megactlon humano, sendo um modelo interessante para se estudar a patogénese da
doenca de Chagas cronica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, colon, sistema nervoso entérico, histopatologia



ABSTRACT

Experimental models of Chagas’ disease may contribute to better understanding of
megaesophagus and megacolon’s pathogenesis. Current mice models of chronic
infection are based in histological data obtained early in the course of the disease. Here,
we studied the acute and chronic long term infected and post-treated mice (15 months)
in order to investigate histopathological aspects of intestinal smooth muscle and enteric
nerves plasticity. A group of Swiss mice was infected with 50.000 trypomastigotes of Y
strain of T. cruzi. At 11" day post-infection a sub-group was sacrificed (acute phase)
and other sub-group was treated with Benznidazol and sacrificed 15 months after
infection (chronic phase). Aged-pared non-infected mice were used as control. The
entire length of colons was sampled by a swiss-roll technique and used for
histopathology and morphometric analysis and statistical analysis was performed by
ANOVA. In acute phase all animals presented inflammatory lesions related to intense
and diffuse parasitism of muscular and submucosa, which were enlarged when
compared to controls. Intense degenerative, inflammatory changes and increased
reticular fiber quantification suggest inflammatory-induced necrosis of muscle cells,
especially in the distal colon. Many neurons and glial cells of Meissner and Auerbach
plexus were preserved along with affected areas. Parasitism was insignificant in chronic
phase, but increased thickness of colon wall, diffuse individual muscle cell hypertrophy,
as well as increased collagen deposition were detected and indicate fibrosis reparing
earlier damaged areas. Mast cell count was significantly increased in muscular layers.
Meissner and Auerbach plexus architecture were focally affected, and a significant
decrease of intramuscular nerve bundle density were detected. Our mice model is a
valuable model for studying the pathogenesis of chronic Chagas’ disease specially
based on the similarity with the human megacolon histopathology.

Word-case: Chagas’ Disease, colonic, enteric nervous system, histopathology
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1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, transmitido por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae
(Chagas, 1909), é uma entidade clinica polimorfica e importante causa de morbidade e
mortalidade. Ha relatos dos primeiros casos da DC ha 9000 anos (Aufderheide, Salo et
al., 2004).

Estimativas anteriores indicavam prevaléncia da infeccdo em 16 a 18 milhdes de
individuos (W.H.O., 1991). Entretanto, apds a implantacdo de medidas de controle
vetorial houve reducdo dessa via de transmissdo pelo Triatoma infestans, em muitas
areas endémicas, proporcionando um decréscimo substancial na incidéncia da DC na
América Latina (W.H.O., 2002; Moncayo, 2003). Todavia, essas medidas de vigilancia
epidemiologica ndo mantém acompanhamento a longo prazo, o que pode possibilitar a
reinfestacdo de insetos vetores (Dias, 2007; Villela, Souza et al., 2009).

Atualmente, cerca de 13 milhdes de individuos nas Américas Central e do Sul
encontram-se infectados por esse parasito (W.H.O., 2005). Além desta forma de
contaminacdo natural, a DC também pode ser transmitida através da placenta, por
transfusdo sanguinea, transplante de Orgdos, contaminacdo oral ou até mesmo em

acidentes de laboratdrio (Coura, 2007).

1.2 Fase aguda da doenca de Chagas

A infeccdo chagasica humana € caracterizada por duas fases clinicamente
distintas (Dias, Laranja et al., 1956). A fase inicial da infeccdo, denominada fase aguda,
¢ de curta duracdo, aproximadamente dois meses, podendo ser assintomatica ou
sintomatica. Nos casos sintomaticos podem ser observados febre, edema e sinais de
porta de entrada do parasito, tais como, chagoma de inoculacdo e sinal de Romand
(Chagas, 1916).

Essa fase ndo € diagnosticada em aproximadamente 90% dos casos de
transmissdo vetorial devido a semelhanca de seus sinais e sintomas com iniimeras outras
enfermidades agudas, embora a presenca de anticorpos imunoglobulina (Ig)M e 1gG e

parasitemia patente sejam caracteristicas (Umezawa, Nascimento et al., 1996).
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O diagnostico pode ser realizado por testes parasitologicos, como o exame de
sangue a fresco, concentracdo em microhematdcrito ou testes soroldgicos,
principalmente pela reacdo de Andlise de Imunoadsorcdo por Ligacdo Enziméatica
(ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta. Atualmente, testes moleculares, como
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido utilizados no diagndstico dessa
enfermidade (Avila, Sigman et al., 1991), apesar de seu uso na pratica médica ser
limitado.

Na fase aguda da infeccdo o parasito € facilmente encontrado no sangue
periférico e nos tecidos (Parada, Carrasco et al., 1997; Elias, Vigliano et al., 2003). Do
ponto de vista histopatoldgico, as lesdes que se desenvolvem durante a fase aguda
correlacionam-se temporal e topograficamente com elevada parasitemia e parasitismo
em orgads-alvo da infeccdo como coracdo, trato gastrointestinal e sistema nervoso
(Andrade, Andrade et al., 1994). As alteracGes histoldgicas caracteristicas dessa fase
compreendem edema e infiltrados inflamatorios com predominio de células
mononucleares que, se dispdem entre as fibras musculares, tanto no cora¢édo quanto no
trato gastrointestinal. Além disso, ninhos e formas isoladas do parasito podem ser
encontrados nos tecidos. E frequente a associacio da resposta inflamatdria, presenca do
parasito e dano tecidual caracterizado por necrose das células do parénquima dos
orgaos.

Apos a fase aguda o paciente progride para a fase cronica, na qual diferentes
quadros clinicos podem se manifestar, desde a auséncia de sintomas até o grave
envolvimento cardiaco ou gastrointestinal. Cerca de 70% dos individuos infectados
permanece sem sintomas clinicos (Tanowitz, Kirchhoff et al., 1992; Prata, 2001), na
denominada forma indeterminada da doenca, que pode durar por duas ou mais décadas
(Dias, 1989). Nesse periodo, o individuo apresenta auséncia de sintomas, exames
eletrocardiograficos e radioldgicos do térax e abddbmen normais, parasitemia e
parasitismo reduzido e de dificil deteccdo. Entretanto, a suspeita da infeccdo pode ser
confirmada por testes sorolégicos ou parasitologicos, como a hemocultura, o
xenodiagnostico e a PCR (Chiari, Dias et al., 1989; Barreto e Andrade, 1994; Gomes,
Macedo et al., 1998).

1.3 Fase crbnica da doenca de Chagas

A deteccdo de parasitismo tecidual em pacientes com a forma cronica da DC era

extremamente rara, por meio de técnicas histopatoldgicas convencionais levando a
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formulacéo de hipdteses que ndo consideravam o papel direto do T. cruzi na génese das
lesbes chagasicas cronicas. Atualmente, a deteccdo mesmo que de escassas formas
visiveis do parasito através de imuno-histoquimica (Barbosa, 1985), além de técnicas de
identificacdo do &cido desoxirribonucléico (DNA) do parasito em tecidos (Freitas,
Lages-Silva et al., 2005), permite melhor correlacdo entre o processo inflamatério e a
presenca do antigeno do parasito (Zhang e Tarleton, 1999; Lages-Silva, Crema et al.,
2001).

A fase crbnica é caracterizada pelo envolvimento cardiaco e/ou do trato
gastrointestinal. A forma digestiva pode ser representada, em casos graves, pela
presenca de megaes6fago e megacoOlon (Chagas, 1916; Koberle, 1963; Da Silveira,
Lemos et al., 2007). Tais enfermidades sdo caracterizadas, por importantes alterac6es
morfoldgicas, como dilatacdo e hipertrofia da parede intestinal, e por disturbios
fisiologicos que afetam predominantemente a regido sigmoide, com perda da
coordenacgdo motora do 6rgdo (Correa-Oliveira, Gomes et al., 1999). Acredita-se que a
desnervagédo do plexo mientérico, consequente a morte neuronal observada, bem como a
formacdo de areas de fibrose, que modificam a arquitetura do musculo liso e altera a
inervacdo intermuscular, sejam responsaveis por sintomas como disfagia, odinofagia,

dor retroesternal e progressiva constipacao.

1.4 Tropismo das cepas do T. cruzi

Brener (1965) observou que cepas de formas delgadas do T. cruzi penetravam
mais rapidamente nas células do hospedeiro, enquanto que, as formas largas persistiam
no sangue periférico. Guedes, Veloso et al. (2007) demonstraram que a cepa Y possui
91% de formas finas e que as mesmas sdo altamente infectantes em células VERO.
Nesse mesmo estudo, 80% dos cdes Beagles infectados apresentaram cardiomegalia
com inflamacéo e fibrose grave.

Foi sugerido que a linhagem | do T. cruzi é encontrada preferencialmente em
humanos (estado de Minas Gerais e regido Nordeste), enquanto que a linhagem Il
provém do ciclo selvagem do parasito (Amazonas) (Fernandes, Souto et al., 1998).
Todavia, estudos recentes demonstraram a importante participacao da cepa T. cruzi Il na
DC especificamente no Brasil, tanto em pacientes com a forma cardiaca quanto com a
forma digestiva (Freitas, Lages-Silva et al., 2005).

Trabalhos apontam relacéo entre a distribuicdo do parasito em diferentes érgéos,

conforme a variabilidade genética da populagdo do T. cruzi (Vago, Andrade et al.,
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2000) e do hospedeiro (Freitas, Andrade et al., 2009). Camundongos Swiss infectados
com a cepa JG, classificada como cepa tipo Il de T. cruzi, assim como a cepa Y
utilizada neste estudo, apresentaram parasitismo preferencialmente no reto seis meses
pos-infeccdo (m.p.i.) (Andrade, Machado et al., 2002). Todavia, esse padrdo de
tropismo seletivo ndo foi observado em cobaias infectados com a cepa VIC, isolada de
pacientes com forma mista da DC cronica (Cabrine-Santos, Lages Silva et al., 2001).
Camundongos Swiss infectados com a cepa T. cruzi Il apresentaram sorologia
positiva para 1gG, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b nas fases aguda e cronica (Dos Santos, Talvani
et al., 2009). Mirkin, Celentano et al. (1997) apontaram que varios mecanismos imunes
podem estar envolvidos na lesdo do sistema nervoso periférico em camundongos

infectados com cepas do T. cruzi de diferentes caracteristicas bioldgicas.

1.5 Hipoteses da patogénese

Duas hipoteses fundamentais sobre a patogénese das lesdes cronicas baseiam-se
nos estudos da cardiomiopatia chagasica cronica e compreendem a teoria da auto-
imunidade, na qual a infeccdo por T. cruzi induz respostas imunologicas contra
constituintes teciduais normais, independente da presenca do parasito (Acosta e Santos-
Buch, 1985; Bonfa, Viana et al., 1993; Cunha-Neto e Kalil, 1995; Kalil e Cunha-Neto,
1996; Kierszenbaum, 1996; Cunha-Neto, Coelho et al., 1996; Oliveira, Fujisawa et al.,
2009) e aquela que sugere o parasitismo tecidual persistente como responsavel pelas
reacOes inflamatorias e consequentes danos as fibra musculares (Jones, Colley et al.,
1992; Higuchi Mde, Gutierrez et al., 1993; Bellotti, Bocchi et al., 1996; Levin, 1996;
Anez, Carrasco et al., 1999; Zhang e Tarleton, 1999).

Atualmente, com técnicas mais sensiveis de deteccdo do parasito, sugere-se a
fase gendmica, na qual a doenca é considerada como produto da co-evolucdo entre o
genoma do parasito e 0 humano, e que essa variabilidade genética influencie o curso da
doenca (Macedo, Machado et al., 2004).

1.6 Trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal € um tubo oco, histologicamente constituido por quatro
camadas: a mucosa, a submucosa, a muscular e a serosa. A camada mucosa € revestida
por epitélio e apresenta lamina propria de tecido conjuntivo frouxo com vasos

sanguineos e linfaticos. A camada submucosa é composta por tecido conjuntivo com
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vasos sanguineos e linfaticos e plexo nervoso de Meissner (submucoso). A camada
muscular composta por duas subcamadas: uma circular interna e outra longitudinal
externa, entre essas camadas observa-se 0 plexo nervoso de Auerbach (mientérico). A
camada serosa € composta de tecido conjuntivo frouxo, rica em vasos sanguineos e
linfaticos e tecido adiposo, sendo revestida por epitélio pavimentoso simples (Junqueira
e Carneiro, 2004).

A integridade da mucosa é mantida por mecanismos de defesa que incluem
juncdes oclusivas entre as ceélulas epiteliais, producdo de bicarbonato, muco,
fosfolipideos e prostaglandinas, continua renovacdo celular regulada por fatores de
crescimento e inervacao sensorial (Laine, Takeuchi et al., 2008).

Os vasos sanguineos mesentéricos sdo inervados, sobretudo, por ax6nios
simpaticos que se apresentam imunopositivos para tirosina hidroxilase (TH) e
neuropeptideo Y (NPY), mas axonios sensitivos extrinsecos imunomarcados para
substancia P (SP) também estdo presentes. Os vasos submucosos, além das fibras
anteriormente descritas para 0s vasos mesentérios, apresentam uma populacéo adicional
de fibras somatostatina positivas (De Fontgalland, Wattchow et al., 2008).

A regulacdo das fungdes gastrointestinais, como secrecdo, motilidade, fluxo
sanguineo e controle imunolégico é influenciada por uma rede complexa de neurénios,

que compreende o sistema nervoso enterico (SNE) (De Giorgio, Barbara et al., 1996).

1.7 Sistema nervoso entérico

O SNE é a maior e mais complexa subdivisdo do sistema nervoso autdnomo.
Sua acdo € necessaria para regular varias fungbes do trato gastrointestinal como a
motilidade, a secrecdo e o fluxo sanguineo. Compreende um vasto nimero de neurdnios
e células da glia que sdo organizados em uma complexa rede de ganglios
interconectados distribuida por toda extensdo do trato gastrointestinal (Wood, Alpers et
al., 1999).

O trato gastrointestinal € controlado pelo SNE e também por fibras extrinsecas
simpaéticas e parasimpaticas que, influenciam indiretamente os musculos lisos agindo
sobre o0 plexo mientérico, com funcdo de contrair os esfincteres e inibir a motilidade e a
secrecdo e relaxar esfincter e estimular a motilidade e secrecdo, respectivamente (De
Giorgio, Barbara et al., 1996; Furness, Clerc et al., 2000). As células musculares lisas
formam um sincicio elétrico que é inervado por centenas de neurbnios excitatorios e
inibitérios (Hansen, 2003b).
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Os corpos neuronais pré-gangliénicos simpaticos sdo encontrados na medula
espinhal desde o primeiro segmento toracico até o terceiro segmento lombar. Os
axénios emergem pela raiz ventral e se projetam através do ramo comunicante branco
para a cadeia paravertebral ganglidnica, local em que ocorre a sinapse com 0s axonios
pés-ganglionares que, migram para o Orgdo-alvo. Algumas fibras pré-ganglionares
passam sem interrupcdo pela cadeia paravertebral e realiza sinapse com neurdnios do
ganglio pré-vertebral ou colateral, que incluem o ganglio celiaco e o mesentérico
superior e inferior. O ganglio toréacico simpatico (T1 — T3) inerva o es6fago, o ganglio
mesentérico superior e o celiaco inervam o estdmago, intestino delgado e célon
ascendente, e o ganglio mesentérico inferior e o lombar inervam o cdlon descendente e
reto (Truex e Carpenter, 1969; Kandel, Schwartz et al., 1991; Wood, Alpers et al.,
1999).

Os corpos neuronais parasimpaticos estdo localizados em varios nucleos do
tronco cerebral e nos segundo, terceiro e quarto segmentos sacrais da medula espinhal,
0s axonios pré-ganglionares se projetam para ganglios proximos ou dentro do 6rgéo-
alvo. Os axdnios de neurdnios motores do nlcleo vago e do ndcleo ambiguo emergem
para 0 plexo mientérico e submucoso de todo o trato gastrointestinal via nervo vago. O
nervo esplancnico emerge dos segmentos sacrais da medula espinhal pela raiz ventral e
no plexo pélvico as fibras pos-gangliénica inervam o cdlon descendente, algumas fibras
pré-ganglionares do nervo esplancnico migra diretamente para os plexos do trato
gastrointestinal (Truex e Carpenter, 1969; Kandel, Schwartz et al., 1991; Wood, Alpers
et al., 1999).

Embriologicamente, os neurdnios do SNE sdo derivados da crista neural. Os
neuroblastos migram distalmente no corpo do embrido e desenvolvem interconexdes e
ganglios, concomitantemente com o desenvolvimento do reto a partir da cloaca. Os
neurdnios dos plexos mientérico e submucoso desenvolvem-se em numero e tamanho
apos a 30% semana até o 5° ano de vida (Emery, 1973).

O SNE apresenta trés grandes plexos ganglionados: o mientérico ou Auerbach, o
submucoso ou Meissner e 0 mucoso, além de varios plexos aganglionados. O plexo
mientérico é localizado entre as camadas musculares interna e externa em todo o trato
gastrointestinal e o submucoso é posicionado na camada submucosa, sendo mais
proeminente nos intestinos (Hansen, 2003a).

Os neur6nios do SNE podem ser classificados conforme morfologia (Dogiel

tipos 1-VII), propriedades funcionais (sensorial, interneurdnio, motor muscular e
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secretomotor), caracteristicas quimicas (transmissores e outros marcadores) e elétricas
(tipo sindptico -S e apds hiperpolarizagdo - AH) (De Giorgio, Barbara et al., 1996;
Hansen, 2003a).

Segundo a classificacdo funcional existem cinco tipos de neurdnios entéricos:
neurdnios motores excitatorio e inibitério da musculatura, interneurénios, neurdnios
secretomotores/vasodilatadores e neurOnios sensoriais (De Giorgio, Barbara et al.,
1996). Os neurdnios sensoriais sdo formados por densa rede extrinseca, vagal e
espinhal, e o0s neur6nios aferentes primariamente intrinsecos (IPANSs), marcado
neuroquimicamente por SP, peptideo gene-relacionado a calcitonina (CGRP), colina
acetiltransferase e calbindina. Os IPANs exercem controle sobre neurdnios
secretomotores e vasodilatadores, no controle da dor, temperatura, distensdo e contetdo
quimico luminal (Hansen, 2003a).

Os interneurdnios se projetam oral, maioria colinérgico, e principalmente aboral
que é imunomarcado por acetilcolina (ACh), oxido nitrico (NO), polipeptideo intestinal
vasoativo (VIP), somatostatina e serotonina (Hansen, 2003a).

Os neurdnios motores sdo do tipo | conforme a classificacdo por Dogiel e do tipo
S segundo a classificacdo elétrica. Inervam as camadas musculares longitudinais e
circulares e a muscular da mucosa, sdo tanto excitatorios quanto inibitérios provocando
a contracdo ou relaxamento da musculatura. Nos neurénios excitatorios a transmissao €
predominantemente muscarinico colinérgico e taquicinérgico; nos nerrénios inibitorios,
que determinam o momento da contracdo, a transmissdo € de NO, VIP, adenosina
trifosfato (ATP), acido aminobutirico gama (GABA), NPY e mondxido de carbono
(Hansen, 2003a).

Os diversos neurotransmissores sintetizados por diferentes tipos de celulas
nervosas, bem como o complexo circuito neuronal, sdo a base da coordenacdo da
motilidade intestinal. Sabe-se que 0s neurotransmissores sintetizados e armazenados em
vesiculas no corpo neuronal, as quais sdo depois transportadas até ao terminal pré-
sinaptico pelo fluxo axonal rapido, incluem a ACh, as catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), a serotonina e a histamina. J& outros neurotransmissores
excitatorios como glutamato e aspartato e inibitérios como GABA e glicina sdo
sintetizados e armazenados em vesiculas no terminal pré-sinaptico (Hansen, 2003a).

ApOs exocitose, 0 neurotransmissor liga-se ao receptor pds-sinaptico, o que
resulta na alteracdo do potencial de membrana de modo excitatorio ou inibitério. No
potencial excitatério, quando ocorre despolarizacdo, a célula torna-se mais excitavel

através do aumento da permeabilidade aos ions sédio e/ou célcio, j& no potencial
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inibitério, em funcdo de maior permeabilidade aos ions cloro ou potassio ou de menor
permeabilidade aos fons Na* ou Ca’*, a célula torna-se menos excitavel, ou seja,
hiperpolarizada.

Com base em equivaléncias estruturais, através de estudos em cobaias, sugere-se
que neurdnios humanos morfologicamente classificados como tipo | (imunorreativos
para encefalina) sdo possivelmente interneurdnios ou neur6nios motores ascendentes,
enquanto os do tipo Il (ndo-dendritico e multiaxonal) parecem IPANs. Por sua vez, 0s
neurdnios nitrérgicos e VIP positivos sdo, provavelmente, neurdnios intermediéarios ou
motores descendentes (Brehmer, 2006).

Em camundongos, o SNE do intestino delgado apresenta padrdo bastante
semelhante ao observado no intestino grosso (Sang e Young, 1998), nota-se que a
maioria dos neur6nios € imunorreativo para neurofilamento-N e CGRP e apresenta
morfologia tipica de neurdnios do tipo Il segundo a classificacdo de Dogiel, sendo que
as fibras CGRP s&o numerosas na lamina propria da mucosa (Qu, Thacker et al., 2008).
Todavia, neurdnios tipo Il do colon de murinos sdo imunorreativos a calretinina e a
CGRP, sendo que suas fibras sdo originarias do plexo mientérico e atuam na mucosa
(Furness, Robbins et al., 2004). Esses neurbnios sdo considerados 0s primeiros
neurénios da via de reflexo entérica. Sob estimulos como distenséo, 0s neurdnios
intrinsecos sensores sdo ativados diretamente pelo estimulo ou indiretamente por
potencial pds-sinaptico excitatorio (Furness, Clerc et al., 2000), demonstrando a
importancia e a interacdo do plexo mientérico na regulacdo da mucosa.

Sabe-se que grande proporcdo dos corpos celulares e fibras do géanglio
mientérico é imunorreativa a calretinina e SP em varios neurbnios presumivelmente
excitatorios motores (Qu, Thacker et al., 2008).

No intestino delgado de camundongos 0s neurénios imunopositivos para éxido
nitrico sintase (NOS), classificados em sua maioria, como tipo |, apresentam
varicosidades imunorreativas ao NOS na camada muscular circular e ganglios
mientéricos, com alto indice de co-localizacdo com o VIP (Qu, Thacker et al., 2008).
Dentre os neurbnios imunopositivos para NOS e VIP, uma pequena proporcdo €
colinérgica e parece ser exclusivamente de interneurénios, ja os ndo-colinérgicos sdo
neurdnios motores ou interneurdnios (Sang e Young, 1998).

As subpopulacdes de neurénios do plexo mientérico imunoreativos a NOS, VIP,
calbindina e serotonina projetam-se para a regido anal no intestino delgado e grosso de

camundongos. Enguanto que neurbénios SP projetam-se no sentido oral e neurénios
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contendo NPY e calretinina tem projecdo local e, por outro lado, neurbnios
imunoreativos a GABA se projetam para oral e anal (Sang, Williamson et al., 1997).

Trabalhos apontam semelhancas entre a morfologia e a distribuicdo do plexo
mientérico de ratos e camundongos nas diferentes regides do colon (Araujo, Sant'ana
Dde et al., 2003). Contudo, os ganglios mientéricos de cobaias sdo esparsos na regiao
antimesocolon e densos na regido intermediaria com formatos irregulares (Gabella,
1990).

A atividade funcional é regulada através da interagdo hormonal e neural,
representada pela acdo do sistema nervoso autbnomo simpatico, parassimpatico e
peptidérgico. Os neurbnios encontrados no plexo mientérico normalmente sdo
responsaveis por controlar a atividade peristéltica, enquanto os do plexo submucoso
regulam a secrecdo e absor¢do (Furness e Costa, 1987). As lesdes do plexo nervoso com
desnervacdo acarretam hipersensibilidade dos 6rgaos, que, em presenca de substancias
colinérgicas exibem resposta motora atipica (Lopes, Chapadeiro et al., 1987).

O plexo mientérico apresenta-se bastante vulneravel a neurotoxinas e drogas,
uma vez que ndo ha protegdo de barreira hemato-encefélica, como no sistema nervoso
central (Smith, 1970).

Além dos neur6nios, o SNE é composto por células da glia, que contém o
filamento intermediario proteina acida fibrilar da glia (GFAP), vimentina e a proteina
ligadora de calcio S-100. As células gliais entéricas apresentam funcGes citoprotetoras e
troficas e, atualmente, sugere-se que essas células também séo importantes na barreira
do trato gastrointestinal, uma vez que formam uma extensa rede na mucosa intestinal

proxima aos vasos sanguineos submucosos (Savidge, Sofroniew et al., 2007).

1.8 Megacoélon

O megaes6fago e o megacdlon sdo dilatacbes permanentes, difusas e podem
atingir graus extremos, as vezes, com alongamento (megaddlico), espessamento da
parede, sobretudo das camadas musculares e neoformacdo conjuntiva. As alteracbes
secundarias incluem ulceragbes da mucosa devido ao acimulo do bolo alimentar,
formando os fecalomas (Lopes, Chapadeiro et al., 1987).

A desordem da inervacdo intestinal mais conhecida € a doenca de Hirschsprung,
caracterizada pela auséncia de célula nervosa intramural (aganglionose) ou pequeno
namero de ganglios (hipoganglionose), displasia neuronal e ganglio heterotopico, alem

de hipertrofia das fibras nervosas (Wedel, Roblick et al., 1999). Essa doenca parece ter
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etiologia genética, causa obstrucdo intestinal, com incidéncia de 1 a cada 5000
nascimentos (Amiel, Sproat-Emison et al., 2008).

Na doenca de Crohn é comum a formacdo de estenose intestinal com
espessamentos localizados, constituidos por desordem das fibras musculares, areas de
fibrose, inervacdo deficiente da camada muscular, além de perda dos neurdnios
intrinsecos, o que sugere o remodelamento da musculatura em decorréncia de perda da
inervacdo (Marlow e Blennerhassett, 2006), devido a substancial infiltragdo de
leuctcitos ativados pela mucosa intestinal (Marks, Rahman et al., 2009) em todas as
camadas do intestino grosso, Ulceras e fistulas perianais (Ament, 1975).

Na colite ulcerativa, diferente da doenca de Crohn, o infiltrado inflamatério
acomete principalmente a mucosa, e ocasionalmente a submucosa (Ament, 1975). Em
estudo comparativo entre essas doengas foi observada imunomarcagdo mais intensa para
S-100 e sugeriu-se associacdo entre as alteracGes do SNE e a expressdao de MHC-II
pelas células enterogliais nos pacientes com doenca de Crohn (Bongioanni, Castagna et
al., 1996). Cabarrocas, Savidge et al. (2003) mostraram que camundongos transgénicos
com ablacéo das células gliais entéricas apresentavam similaridades com a doenca de
Crohn, o que aponta o papel das células da glia no aumento da permeabilidade da
mucosa e na consequente inflamacao observadas nessa doenca.

A inflamacdo afeta a arquitetura da fibra muscular, sendo descrita na colite
aguda como um répido e duradouro aumento do comprimento da fibra muscular, esse
remodelamento ndo regride mesmo ap0s o término da inflamacdo (Wells e
Blennerhassett, 2004). Além disso, ocorre perda seletiva da proteina de vesicula
sinaptica sensora de calcio - 1 (NCS-1) no célon de camundongos com inflamacéo,
embora a imunomarcagdo para PGP 9.5 ndo alterasse, demonstrando que o SNE pode
modificar a expressdo protéica em resposta a mediadores pré-inflamatorios
(Lourenssen, Jeromin et al., 2002).

Qualquer distarbio, no movimento peristaltico, acarretara estagnacao e retencao
do conteudo com consequente distensdo das fibras musculares, a principal causa de
hipertrofia. Essas alterac6es levardo a formacao do mega, que é baseado no disturbio da
inervacdo intrinseca (Kdberle, 1963), encontrado na fase crdnica digestiva da DC.
Microscopicamente, as lesdes mais caracteristicas sdo as do SNE, no plexo de
Auerbach, ocorre inflamacdo dos ganglios (ganglionite e periganglionite) e dos nervos
(neurite e perineurite) com intensos fendmenos neurodegenerativos, levando a
destruicdo completa dos mesmos. Estudos ultra-estruturais do es6fago e do célon

salientam alteracGes quantitativas e qualitativas do componente vesicular (vesiculas
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granulares densas e agranulares) dos neurdnios do plexo mientérico (Tafuri, Maria et
al., 1973).

Na camada muscular e na submucosa de pacientes chagasicos crénicos com
megacolon observa-se, frequentemente, infiltrado inflamatério focal
predominantemente mononuclear e fibrose intersticial focal ou difusa (Lopes,
Chapadeiro et al., 1987) associada a mastdcitos e macrofagos (Da Silveira, Adad et al.,
2007). A presenga dos mastdcitos, possivelmente, relaciona-se com o aumento de tecido
conectivo peri-muscular e de focos fibréticos, que tem importancia no estabelecimento
do megaco6lon (Pinheiro, Rua et al., 2003).

Nos pacientes chagasicos com megac6lon observa-se células inflamatdrias nos
plexos submucoso e mientérico, com possivel participacdo das células natural killer
(NK) e de linfocitos citotoxicos na desnervagdo e diminui¢do no nimero de neurdnios
do SNE. Todavia, pacientes sem megacolon também apresentam focos inflamatorios ao
redor dos ganglios, entretanto, a arquitetura dos plexos é preservada (Da Silveira,
Arantes et al., 2005).

Observa-se maior producéo de citocinas nos pacientes com a forma digestiva da
DC, sendo que no megacdlon ha aumento da producdo basal de interferon (IFN)-y que,
atraves de sua acao pro-inflamatdria, favorece a producdo de NO (Ribeiro, Crema et al.,
2008), importante mediador da lesdo neuronal in vitro (Almeida-Leite, Galvao et al.,
2007).

Ao avaliar a destruicdo neuronal, nota-se que pacientes chagasicos apresentam
menor nimero de corpos neuronais em ambos 0s plexos nas por¢des dilatadas em
comparacgdo as por¢des ndo-dilatadas do cdlon, entretanto ha aumento no nimero de
neurdnios expressando o marcador de regeneracdo, GAP-43, ressaltando a capacidade
de regeneracao neuronal preferencialmente nas regides com alteracdes histopatoldgicas
mais evidentes (Da Silveira, Freitas et al., 2008Db).

Trabalhos apontam que pacientes com megacOlon apresentam desnervacéo
superior a 55% no plexo mientérico, todavia descreve-se hipertrofia dos neurdnios
restantes, com aumento de 63% no diametro (Adad, Cancado et al., 2001). Estudos
recentes apontam uma destruicdo preferencial de neurdnios inibitdrios, imunorreativos
ao VIP e a enzima Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), o que pode ser responsavel
pelas alteracdes de tbnus ou relaxamento da musculatura do célon (Da Silveira, D'avila
Reis et al., 2007).

Com relacdo as células da glia, sugere-se que, ha aumento na expressdo de

GFAP nas porg¢des ndo-dilatadas do colon, o que possivelmente pode estar relacionado a
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protecdo do plexo e, consequentemente, a prevencao da dilatacdo do érgédo (Da Silveira,
Freitas et al., 2008a).

Alguns autores notaram alteracdes caracteristicas do megaco6lon chagésico
humano em coelhos que morreram 9 m.p.i. com T. cruzi foram descritas dilatacbes das
porcdes transversa e sigmdide do colén, associadas a anorexia, sintoma também
caracteristico de pacientes chagasico (Teixeira, Teixeira et al., 1975). Em ratos, 4 e 6
m.p.i., dilatacdo do trato gastrintestinal e alteracfes graves no estbmago e no célon,
foram relatadas e caracterizadas como consequentes a perda dos ganglios mientéricos e
ao adelgacamento das camadas muscular e mucosa (Guillén-Pernia, Lugo-Yarbuh et al.,
2001).

1.9 Modelo experimental murino

Em fungéo da dificuldade de se estudar a forma digestiva humana da DC devido
as limitacOes de acesso a material histopatologico nas fases aguda e cronica, muito do
conhecimento até 0 momento vem sendo obtido de modelos experimentais que, muitas
vezes, ndo oferecem uma explicacdo patogenética definitiva para os fendmenos.
Portanto, considera-se desejavel um modelo experimental que reproduza as alteracdes
morfofuncionais dessa doenca no trato gastrointestinal.

O modelo murino tem sido alvo preferencial de diversos pesquisadores pela
facilidade de obtencdo, manutencdo e manuseio, em comparagdo com outros modelos
de DC cronica (Veloso, 2007). Diversos parametros tém sido analisados, tais como a
relacdo parasito-hospedeiro, o comportamento das cepas do T. cruzi, a eficacia de
farmacos, a resposta imunoldgica e os achados histopatoldgicos do hospedeiro (Brener,
Costa et al., 1976; Andrade, Magalhaes et al., 1985; Ben Younes-Chennoufi, 1988),
sendo que a maioria dos estudos restringem-se a avaliar as alteracdes da fase aguda da
doenca, devido a alta mortalidade dos camundongos apds o pico da parasitemia.

Histologicamente, em camundongos Swiss ndo-infectados, o plexo de Auerbach
apresenta forma poligonal ou estrelada no célon proximal, aspecto mais alongado na
porc¢do intermediaria do célon e torna-se fino e paralelo a circunferéncia no célon distal.
Nessas mesmas regides do colon de animais infectados pelo T. cruzi, o plexo apresenta
forma irregular e aparente destruicdo seletiva dos neur6nios de grande e médio porte
com reducdo de até 36% (Maifrino, Liberti et al., 1999). Apresenta evidéncias de

disfuncdes de neurotransmissores, lesdo em mais de um tipo de neurénio e em fibras
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nervosas (Maifrino, Amaral et al., 2005), além de reducdo da capacidade contrétil do
musculo (Maifrino, Liberti et al., 1999).

Conforme Arantes, Marche et al. (2004), em camundongos C57BL/6, a
desnervacédo do plexo mientérico durante a fase aguda aparece como uma das alteraces
histologicas mais relevantes observadas no célon, na qual se sugere o NO como
mediador da lesdo neuronal, j& que os animais geneticamente deficientes para iINOS e
IFN-y ndo apresentaram desnervacdo independente da presenca de infiltrado
inflamatorio.

Essa desnervacdo compreende ndo apenas a perda de corpos neuronais
ganglionares como também a alteracdo do padréo da inervacdo das camadas musculares,
detectavel por marcacdo imuno-histquimica de fibras nervosas. Além da presenca de
parasitismo e intenso infiltrado inflamat6rio na parede intestinal, ha alteracdes da glia
entérica e da inervagdo simpatica extrinseca. Todos esses aspectos e suas consequéncias
na fase cronica da doenca ndo foram ainda estudados sistematicamente em humanos e
ha raros trabalhos que avaliaram esses aspectos em modelos murinos (Arantes, Marche
et al., 2004).
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2 —JUSTIFICATIVA

Em funcdo da escassez de modelos experimentais murinos da fase crénica da
DC, pretendemos avaliar as alteracfes histopatoldgicas da parede intestinal e do sistema
nervoso entérico de camundongos da linhagem Swiss comparando as fases aguda e
crénica da DC. Esperamos que este modelo possa colaborar com a compreencdo da
patogénese do ponto de vista da biologia das células e dos tecidos, incluindo os
processos adaptativos intestinais relacionados ao controle neuromuscular, a estrutura e

funcdo do SNE, a degeneracao e possivel regeneracdo neuronal.
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3-OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Estabelecer um modelo murino de infeccédo crénica prolongada pela cepa Y do
Trypanosoma cruzi que permita estudar as alteragdes histopatoldgicas da parede
intestinal e do sistema nervoso entérico intramural nas fases aguda e cronica, a fim de
reproduzir experimentalmente aspectos do megacélon chagasico humano e compreender

as alteracdes fisiopatoldgicas caracteristicas dessa doenca.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o curso da infeccdo através de curva de parasitemia e taxa de
mortalidade;

Detectar a presenca de ninhos de amastigotas ou formas isoladas do T. cruzi em
ambas as fases da doenca;

Avaliar qualitativa e quantitativamente as alteracdes histopatoldgicas, tais como
presenca de infiltrado inflamatorio, neoformacéo conjuntiva, espessura das camadas da
parede intestinal, area ocupada pelos ganglios mientérico e submucoso e terminacoes
nervosas intermuscular em ambas as fases da doenca;

Avaliar aspectos da plasticidade do sistema nervoso entérico e musculatura lisa
intestinal através da comparacdo dos elementos estruturais na fase aguda e cronica da

infeccdo experimental;
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 56 camundongos albinos Swiss fémeas, com aproximadamente 4
semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
mantidos no Biotério da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em gaiolas
plasticas, ambiente no qual a temperatura e o fotoperiodo eram controlados. Os animais
receberam racdo convencional para camundongos (Nuvilab® Nuvital, Curitiba, Brasil),
agua filtrada ad libitum e foram vermifugados, durante 7 dias, com Ivomec® Merial,
Paulinia, Brasil, via oral na dilui¢cdo de 0,4ml/500ml de agua filtrada.

O procedimento experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG (protocolo 222/2007 — ANEXO A).

4.2 Infeccdo com T. cruzi

Conforme apresentado na FIGURA 1, dos 56 camundongos, 10 animais foram
utilizados como controles nédo-infectados, cinco compondo o grupo controle de fase
aguda e cinco o grupo controle de fase cronica.

Os outros 46 animais foram inoculados via intraperitoneal (i.p.) com 50.000
formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y — T. cruzi Il (Silva e Nussenzweig, 1953).
As formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas de camundongos Swiss infectados
comacepa Y do T. cruzi no dia do pico de parasitemia. A contagem dos parasitos para
a preparacdo do indculo foi feita conforme a técnica descrita por Brener (1962). Os
parasitos foram cedidos pela Prof* Maria Terezinha Bahia, do Laboratério de Doenca de
Chagas do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas, UFOP.

Foi confirmada a infeccdo de todos os animais inoculados através de exame de
sangue a fresco. Os animais infectados foram divididos em trés grupos, a saber, 10
animais foram destinados ao sacrificio no 11° dia apds a infeccdo (d.p.i.), compondo o
grupo infectado de fase aguda; neste mesmo dia, 30 animais foram tratados com
Benzonidazol — Rochagan® Roche, Rio de Janeiro, Brasil — derivado 2-nitroimidazol
(N—benzil-2—nitro-1-imidazolacetamida), na dose Unica de 500 mg/Kg de peso corporal
via oral, sendo mantidos até o sacrificio na fase crénica prolongada, aproximadamente

15 m.p.i., compondo o grupo infectado de fase cronica.
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Outro grupo em paralelo, composto por 06 animais, acompanhou-se diariamente

a taxa de parasitemia até a morte, para delineamento da curva de parasitemia.

4.3 Curva de parasitemia e mortalidade

A taxa de parasitemia foi verificada diariamente a partir do 4° d.p.i. até a morte
dos 06 camundongos avaliados conforme descrito por Brener (1962). Para isso, foram
coletados 5ul de sangue da cauda dos camundongos para pesquisa de formas
tripomastigotas do T. cruzi em 50 campos de 400x. A curva de mortalidade foi obtida
durante todo o periodo experimental.

4.4 Sacrificio

Os animais foram sacrificados utilizando-se o anestésico Pentobarbitol, na dose
de 80 a 90mg/Kg de peso corporal, via i.p..

No 11° d.p.i. foram sacrificados 10 animais infectados, compondo o grupo
infectado de fase aguda e 5 animais ndo-infectados, grupo controle de fase aguda.

No 15° m.p.i., 10 animais infectados e tratados com Benzonidazol sobreviventes
compuseram o grupo infectado de fase cronica e 5 animais ndo-infectados com idade
correspondente, controle de fase crénica, foram sacrificados para obtencdo de material
histolégico (FIGURA 1).
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Swiss fémeas com 4 semanas

(n=56)
Infeccdo com 50.000 formas Controle n&o-infectado
tripomastigotas sanguineas (n=10)
cepa Y do T. cruzi (n=4e)
Fase Aguda
Infectado de Fase Aguda Controle de Fase Aguda
- (n=10) (n=05) i

Sacrificio 11°d.p.i

Fase Cronica

Infectado de Fase Cronica Controle de Fase Cronica
- (n=30) (n=05)
Sacrificio 15 m.p.i.

Infectado
(n=06)
Curva de parasitemia

FIGURA 1: Delineamento experimental



4.5 Coleta de material histopatoldgico

Sob anestesia, os animais foram sacrificados para coleta do trato gastrointestinal
na sua totalidade. O estbmago e o duodeno foram separados do restante do intestino
através de seccdo da parede a 5cm do piloro (ndo utilizados nesse estudo). Todo o
intestino foi separado do mesentério, lavado em PBS (tampdo fosfato salino 0,01M, pH
7,3) e estendido com a serosa da borda mesentérica em contato com a superficie do
papel de filtro.

O processamento do intestino grosso foi realizado de acordo com o descrito
anteriormente por nosso grupo (Arantes e Nogueira, 1997). De forma resumida, o cdlon
foi separado do restante do intestino, estendido com a serosa em contato com o papel de
filtro e aberto pela borda ante-mesentérica, removendo-se todo o seu conteddo sem
danos a mucosa. Este fragmento foi transferido para um recipiente em forma de calha
contendo a solugdo de Bouin com 2% de &cido acético glacial, sendo mantido nesta
solugéo por um periodo de 10 minutos para pre-fixacao.

O colon pré-fixado foi colocado sobre uma superficie plana e enrolado em uma
espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a formar rolos (rocamboles), da
porcdo distal (proxima ao anus) em direcdo a proximal (proxima ao ceco), com
adaptacOes da técnica descrita por Calvert, Otsuka et al. (1989). Os rocamboles
amarrados com barbante foram fixados por imersdo em solucéo de formol por 24 horas.

Os rocamboles de colon foram desidratados em concentracdes crescentes de
alcool (alcool 70°, 80°, 90°, absoluto 1, 2 e 3), diafanizados em duas trocas de xilol,
embebidos e incluidos em parafina. Estes blocos de parafina obtidos foram submetidos

a microtomia para obtencao de cortes semi-seriados com 4 um de espessura.

4.6 Destino das laminas histoldgicas

As laminas foram coradas por Hematoxilina-Eosina para analise de rotina;
Tricrémico de Gomori para avaliacdo da presenca de fibras colagenas; Prata Amoniacal
de Gomori para visualizacdo das fibras reticulares; e Azul de Toluidina Borax para
visualizar mastécitos (Behmer, Tolosa et al., 1976).

Cortes histologicos foram submetidos a imuno-histoquimica para antigenos do
T. cruzi, marcador genérico de neurbnios (PGP 9.5) e subpopulacédo das células da glia

entérica (GFAP) através da técnica de estreptavidina-peroxidase.
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4.7 Coloracdes histopatologicas

4.7.1 Hematoxilina-Eosina

Cortes de 4 um de espessura do célon de cada animal foram desparafinizados em
dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solucGes alcodlicas de
concentracdes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada e lavados em
agua corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram contra-corados pela
Hematoxilina de Harris por 50 segundos e lavados em &gua corrente durante 20
minutos, sendo, em seguida corados pela Eosina por 1 minuto e 30 segundos. Para
finalizar, as laminas foram desidratadas em concentracGes crescentes de alcool e
diafanizadas em xilol. Os cortes histol6gicos foram montados com Entellan (Merck) e

laminulas de vidro.

4.7.2 Azul de Toluidina Borax

Os cortes foram desparafinizados, hidratados e imersos por 5 segundos na
solucdo de Azul de Toluidina com bdrax, posteriormente, lavou-se em agua
rapidamente, em concentracfes crescentes de alcool os cortes foram desidratados e

montados com Entellan (Merck).

4.7.3 Tricrdmico de Gomori

De forma semelhante a coloracdo pela H&E, as laminas foram desparafinizadas
no Xxilol e hidratadas apds passagens sucessivas em alcool com concentracdo
decrescente e agua corrente. Apds a hidratacdo, foram imersas na Hematoxilina por 1
minuto e 30 segundos, lavadas em agua corrente. Posteriormente, permaneceram
imersas no corante de Gomori por aproximadamente 15 minutos. Novamente, as
laminas foram lavadas em agua corrente rapidamente, desidratadas em concentracdes
crescentes de alcool, imersas em Xxilol e montadas utilizando-se Entellan (Merck) para

fixacdo das laminulas.

4.7.4 Prata Amoniacal de Gomori

Apoés desparafinizacdo e hidratacdo, as l1aminas permaneceram na solugdo de

permanganato de potassio 0,5% por 1 minuto, seguindo-se lavagem em agua por 5
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minutos. Posteriormente, a diferenciacéo foi feita com solucdo de Metabissulfito de
potassio 2%, por 1 minuto, sendo lavadas em &gua por 5 minutos. Os cortes receberam
solucdo de Prata amoniacal por 1 minuto, foram lavados em &gua destilada por 10
segundos, permaneceram imersas em formalina 20% por 3 minutos, foram lavadas pela
solucdo de cloreto de ouro 2% por 10 minutos e, posteriormente, em agua destilada por
5 minutos. Houve tratamento com metabissulfito de potéssio 2% e hipossulfito de s6dio
2% por 1 minuto cada. As laminas foram lavadas em &gua por 2 minutos, contra-
coradas com verde luz, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool, imersas em

xilol e montadas utilizando-se Entellan (Merck).

4.8 Reacao imuno-histoquimica

4.8.1 Imuno-histoguimica anti-T. cruzi

A técnica imuno-histoquimica da peroxidase-antiperoxidase foi utilizada para a
deteccdo de parasitismo tecidual: ninhos de amastigotas, amastigotas isoladas e antigeno
do parasito (Barbosa, 1985).

Os cortes histologicos do colon foram desparafinizados, hidratados em
concentracdes decrescentes de alcool e imersas em PBS a 10 %, pH 7,2 - 7,4.

Posteriormente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena
em banho de Metanol/Peréxido de Hidrogénio (100 ml de metanol e 3,5 ml de Peroxido
de Hidrogénio a 30%), por 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de banhos de
PBS a 10%.

Subsequentemente, as laminas foram imersas em um banho de leite desnatado
em po diluido em PBS a 10% (6g de leite desnatado em 100ml de PBS), por 30 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, secou-se 0 excesso das bordas e os cortes foram
incubados com soro anti-T. cruzi, diluido 1:5000 em PBS/albumina bovina 1% (1870,
Inlab, Diadema, Brasil), em camara Gmida a 4°C por 15 horas. O soro anti-T. cruzi
foram obtidos de coelhos inoculados com formas tripomastigotas sanguineas da cepa
Berenice-78 do T. cruzi (cedidos pela Prof* Maria Terezinha Bahia).

Posteriormente, os cortes foram incubados em camara Umida por 30 minutos a
37°C com o anticorpo secundario imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
biotinilado pré-diluido (Kit Dako, LSAB, K0675).

Apo6s banhos em PBS, procedeu-se a aplicacdo do complexo estreptavidina-

peroxidade pré-diluida (Kit Dako, LSAB, KO0675) e incuba¢do por 30 minutos em

36



camara Umida a 37°C. A revelacdo da reacdo da peroxidase foi obtida através da
incubag¢do em solugdo de DAB (50mg de 3,3’-diaminobenzidina tetrahicrocloreto em
200ml de PBS e 400ul de Per6xido de Hidrogénio 30%) durante 5 minutos. Para
interromper a revelacdo, os cortes foram lavados em PBS por 5 minutos e,
posteriormente, contra-corados com Hematoxilina de Harris diluida por 3 segundos,
lavados em &gua corrente por 5 minutos, desidratados, diafanizados em xilol e
montados com Entellan (Merck). As etapas foram intercaladas com trés banhos de PBS
por 5 minutos cada, exceto quando indicado diferente.

Cortes histoldgicos de tecido obtido de camundongos infectados de fase aguda
foram incluidos em cada bateria de imuno-histoquimica; um deles, usado como controle
negativo, teve o antisoro anti-T. cruzi substituido por PBS e no outro, usado como
controle positivo procedeu-se a técnica imuno-histoquimica como descrita

anteriormente.

4.8.2 Imuno-histoguimica anti-PGP 9.5 e anti-GFAP

De forma semelhante a técnica de imuno-histoquimica descrita acima, as
laminas foram desparafinizadas e hidratadas. Seguiu-se o blogqueio da peroxidase
enddgena em PBS/Perdxido de Hidrogénio (100 ml de PBS a 10% e 3,5 ml de Perdxido
de Hidrogénio a 30%) por 30 minutos, a temperatura ambiente, e posteriormente, ao
blogueio com leite desnatado em po diluido em PBS a 10% (069 de leite em 100ml de
PBS) por 30 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com o
anticorpo primario anti-PGP 9.5 (1:500) ou anti-GFAP (1:500), diluido em PBS e
albumina bovina a 2% (1870, Inlab, Diadema, Brasil), em camara Umida a 4°C por 15
horas, seguido de trés banhos em PBS de 5 minutos cada.

O anticorpo secundario imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
biotinilada pré-diluida, e estreptavidina-peroxidase pré-diluida (Kit Dako, LSAB,
K0675) foram consecutivamente utilizados por 30 minutos a temperatura ambiente.
Entre cada etapa descrita, os cortes foram lavados em trés banhos de PBS.

A revelacdo da reacdo foi feita por incubacdo em solucdo de DAB (50mg de
3,3’-diaminobenzidina tetrahicrocloreto em 200ml de PBS e 400ul de Peroxido de
Hidrogénio 30%) durante 5 minutos. Posteriormente foram contra-corados com
Hematoxilina de Harris diluida por 3 segundos, lavados em agua corrente por 5

minutos, desidratados, diafanizados em xilol e montados com Entellan (Merck).
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Em cada bateria de imuno-histoquimica foram incluidos dois cortes obtidos de
camundongo controle. Um deles, usado como controle negativo, o anticorpo anti-PGP
9.5 ou anti-GFAP foi substituido por PBS e no outro, usado como controle positivo,

procedeu-se a técnica imuno-histoquimica descrita anteriormente.

TABELA 1 — Caracterizacdo dos anticorpos primarios e secundarios, conjugados e sistema de

deteccdo utilizados nas imuno-histoquimicas.

Origeme Cddigo e Anticorpo Conjugado
Diluicéo Fabricante Secundario
Coelho Cedido Prof? Imunoglobulina Estreptavidina-
T. cruzi 1:5000 Maria T. anti-coelho e anti- peroxidade pré-
Bahia, UFOP, camundongo diluida (Kit Dako,
Ouro Preto, biotinilada pré- LSAB, K0675) *
Brasil diluida (Kit Dako,
LSAB, K0675)
Coelho RA95101 Imunoglobulina Estreptavidina-
PGP 9.5 1:500 UltraClone anti-coelho e anti- peroxidade pre-
Ltd, Inglaterra camundongo diluida (Kit Dako,
biotinilada pré- LSAB, K0675) *
diluida (Kit Dako,
LSAB, K0675)
Coelho Z0334 Imunoglobulina Estreptavidina-
GFAP 1:500 Dakao, anti-coelho e anti- peroxidade pre-
Dinamarca camundongo diluida (Kit Dako,

biotinilada pré-

LSAB, K0675) *

diluida (Kit Dako,
LSAB, K0675)

* Revelacdo por diaminobenzidina (DAB)

4.9 Analise gualitativa

Todas as laminas foram avaliadas ao microscopio Optico e alteracGes

histopatoldgicas descritas.

A presenca de infiltrado inflamatdrio perivascular e nas camadas submucosa,
muscular interna foi semiquantificado e os resultados descritos utilizando os seguintes
parametros: auséncia de células inflamatorias (0), infiltrado inflamatério discreto (1),
moderado (2) ou intenso (3). O valor da mediana foi comparado entre 0s grupos

controle e infectado, em cada fase.
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4.10 Analise guantitativa

As imagens obtidas ao microscopio Optico foram capturadas com resolucéo de
1392 X 1040 pixels e transferidas por meio de video-camera colorida Cool SNAP-Procf
Color (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao
computador através do programa Image-Pro Express versdo 4.0 para Windows (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). Apos calibracdo do sistema computadorizado, as
imagens capturadas foram congeladas, salvas em CD e levadas ao Laboratério de
Morfometria do Departamento de Patologia Geral, onde foram analisadas no programa
KS300 (Zeiss, Jena, Alemanha).

Para estabelecer o nimero minimo de campos microscopicos representativos por
amostra foram realizadas analises em 50 campos aleat6rios, e com os dados desta
amostra foram criados, através do sorteio com reposicao, grupos com 10, 15, 20, 30, 40
e 50 amostras. A média e o desvio padrdo foram calculados para cada grupo. O nimero
minimo representativo de campos microscépicos por tratamento foi obtido quando o
aumento no namero de campos ndo resultou em consideravel reducdo no respectivo

valor do desvio.

4.10.1 Avaliacdo da espessura da parede do colon

As medidas da espessura da parede total e diferentes camadas que compdem o
célon foram realizadas em imagens capturadas das laminas coradas por H&E, em
aumento de 10x, codificadas e examinadas sem conhecimento da identificacdo, com a
finalidade de comparar os grupos controle e infectado, em ambas as fases.

Foram avaliados 21 campos aleatdrios por lamina, sendo 7 campos de cada
regido do célon (proximal, intermediaria e distal). O comprimento linear da parede total
(que inclui todas as camadas) e também em separado das camadas mucosa, submucosa,
muscular total, muscular interna e externa foram medidos em 3 pontos por campo.

As médias por grupo experimental (controle e infectado) de ambas as fases, em
cada parametro, foram submetidas a andlise estatistica. Os resultados foram expressos

como média * erro padrdo da média (SEM) da espessura (um) de cada camada.
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4.10.2 Quantificacdo do parasitismo tecidual

As analises quantitativas do parasitismo (ninhos ou formas amastigotas isoladas)
foram feitas nas laminas imunomarcadas para T. cruzi. Foram capturadas imagem de 21
campos aleatorios, correspondendo a 7 campos por regido do colon, em aumento de
40, totalizando a area de 430.008um? por lamina. As areas marcadas em marrom foram
digitalizadas e automaticamente medidas em relacdo a area total do campo (um?),
comparando-se os grupos infectados de fase aguda e cronica (média £ SEM).

4.10.3 Quantificacdo do infiltrado inflamatério

A quantificacdo do infiltrado inflamatério das camadas musculares interna e
externa foi realizada em 9 campos aleatorios, 3 por regido do colon em 40x, totalizando
a area de 184.289um? por lamina (H&E). Através da contagem do numero total de
nacleos presentes na camada muscular interna e externa, as médias £ SEM foram

analisados estatisticamente.

4.10.4 Numero de mastécitos

A coloracdo de Azul de Toluidina Borax foi realizada para contrastar os
mastocitos. Foram contados 0s mastdcitos presentes nas camadas submucosa, muscular
e serosa de toda a extensdo do colon, em 40x. Realizou-se analise estatistica (média +

SEM) entre 0s grupos experimentais em cada fase.

4.10.5 Avaliacdo da area das células musculares lisas

A area das células musculares lisas foi avaliada em 9 campos aleatorios, sendo 3
por cada regido do colon nas camadas muscular interna e externa em 40x, totalizando a
area de 184.289um?2 por lamina (H&E). Para isso, em cada campo realizou-se a
quantificacdo do nimero de nucleos em uma area ocupada por cada camada muscular.

As médias + SEM foram comparadas estatisticamente e expressas em (umg).

4.10.6 Avaliacdo da area de tecido conjuntivo e fibra reticular

40



Os cortes histoldgicos foram corados por Tricromico de Gomori e Prata
Amoniacal de Gomori para evidenciar as areas ocupadas por tecido conjuntivo e fibra
reticular, respectivamente, na camada muscular interna e permitir a analise
morfométrica. Avaliou-se 12 campos aleatdrios por Idmina, sendo 4 de cada regido do
cblon, fotografados no aumento de 40x, totalizando a area de 245.719um2. As &reas de
tecido conjuntivo marcadas por coloracdo verde e as fibras reticulares em preto foram
digitalizadas em segmentacdo binaria, automaticamente medidas (um?) e analisado
estatisticamente (média + SEM).

4.10.7 Avaliacdo do corpo neuronal do plexo mientérico e submucoso e da inervacéo

intermuscular lisa intestinal

A imuno-histoquimica anti-PGP 9.5 (protein gene product) marca
preferencialmente componentes citoplasmaticos neuronal e ndo marca elementos gliais,
sendo caracterizada como marcador genérico de neurénios (Doran, Jackson et al.,
1983). Através desta técnica foi possivel quantificar a area ocupada pelos neur6nios
presentes nos plexos mientérico e submucoso bem como a densidade de terminagdes
nervosas por area de musculo da camada interna.

Analisaram-se 0s ganglios submucosos e mientéricos e a inervacgao
intermuscular em 30 imagens cada, 10 campos por regido do colon, em aumento de 40x.
As areas imunomarcadas foram digitalizadas e medidas automaticamente em relacdo a
area total do campo (um?), realizou-se analise estatistica (média £ SEM) por grupo

experimental.

4.10.8 Avaliacdo das células da glia entérica do plexo mientérico

A imunomarcacdo das células da glia entéricas foi realizada através da imuno-
histoquimica anti-GFAP (proteina acida fibrilar glial), proteina associada ao filamento
intermediario (Jessen e Mirsky, 1980) quase que exclusivamente expressa no plexo
mientérico e pequeno nimero de células imunomarcadas para GFAP sdo observadas no
plexo submucoso no célon de ratos (Nada e Kawana, 1988).

Foram avaliadas 30 imagens do plexo mientérico, ou seja, 10 campos por regido
do colon em 40x. As éareas imunomarcadas foram digitalizadas e medidas
automaticamente em relacdo a area total do plexo (um?), sendo que as médias = SEM

foram analisadas estatisticamente por grupo experimental.
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4.11 Anélise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). As andlises de dados ndo paramétricos foram realizadas através do teste de Mann
Withney entre o grupo controle e infectado de cada fase. A descrigdo qualitativa das
alteracOes foi expressa pelas medianas (valor minimo/valor maximo). Foi indicado um
valor conforme a intensidade do infiltrado inflamatério: 0 (ausente), 1 (discreto), 2

(moderado) e 3 (intenso).

Os dados paramétricos foram submetidos ao teste de Shapiro Wilk (p > 0,05) a
fim de comprovar a normalidade dos dados, quando os dados n&o atenderam aos
pressupostos de distribuicdo normal foram realizadas transformacdes.

Utilizou-se teste de andlise de variancia (ANOVA) devido ao delineamento
inteiramente ao acaso com parcelas subdivididas (parcelas: grupo controle e grupo
infectado e subparcelas: regides proximal, intermediaria e distal do colon). Seguido por
Teste T de Student para identificar a subparcela. Os dados foram expressos pelas médias

+ SEM. E também foi avaliada a correlacdo entre as respostas.

O limite critico de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da taxa de parasitemia e mortalidade

A taxa da parasitemia foi acompanhada diariamente a partir do 4° d.p.i.
conforme descrito por Brener (1962) e o pico de parasitemia ocorreu no 9° d.p.i.
(GRAFICO 1).

Observa-se que os camundongos infectados com a cepa Y apresentam 100% de
mortalidade no decorrer da fase aguda, entre 0 14° e 18° d.p.i. (GRAFICO 1). Portanto,
para acompanhar a patologia durante a fase cronica fez-se necessario submeté-los ao
tratamento com Benzonidazol (dose Unica de 500mg por Kg de peso corporal, via oral)
no 11°d.p.i..

Nota-se que o tratamento foi parcialmente eficiente em prevenir a mortalidade
dos animais, visto que essa cepa € parcialmente resistente ao Benzonidazol (Filardi e
Brener, 1987). A taxa de mortalidade durante os primeiros 20 d.p.i. foi mais expressiva,
quase que 50% dos animais morreram nesse periodo, sendo que no decorrer da fase

cronica até o 15° m.p.i aproximadamente 15% dos animais morreram (GRAFICO 2).
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GRAFICO 1: Curva de parasitemia de camundongos Swiss infectados com 50.000 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Y do T. cruzi durante a fase aguda da infeccéo (n=6).
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GRAFICO 2: Porcentagem da taxa de mortalidade de camundongos Swiss infectados com
50.000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do T. cruzi avaliados durante 15 m.p.i.
(n=30).

5.2 Avaliacao histopatolégica qualitativa e analise semi-guantitativa do infiltrado
inflamatorio

Fase aguda

O intestino grosso dos animais controle apresentou na camada mucosa
revestimento de epitélio simples prismatico com borda estriada pouco evidente nos
enterdcitos e células caliciformes nas longas e retilineas glandulas. As glandulas
ocupam toda a extensdo da lamina propria, a qual é composta também por tecido
conjuntivo frouxo rico em células inflamatorias, vasos sanguineos e linfaticos, e a
delgada muscular da mucosa.

Abaixo da muscular da mucosa, a camada submucosa composta por tecido
conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos e plexo nervoso de Meissner ou
submucoso.

Em sequéncia observa-se a camada muscular com células musculares lisas
orientadas em duas subcamadas, sendo a camada muscular interna circular e a camada
muscular externa longitudinal. Entre essas duas subcamadas ha o plexo nervoso de
Auerbach ou mientérico e tecido conjuntivo com vasos sanguineos e linfaticos.
Externamente, observa-se a delgada camada serosa composta de tecido conjuntivo

frouxo, tecido adiposo e vasos as vezes em continuidade com partes do mesentério.
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Ao comparar 0s grupos de fase aguda, nota-se que o grupo infectado apresentou
camada mucosa descontinua, caracterizando descamacgdo do epitélio por necrose ou
apoptose, 0 que acarretou na diminuicdo da espessura desta camada (GRAFICO 3). Ha
ainda aumento da celularidade da lamina propria, presenca de figuras de mitose e
aspecto de ativacdo das células da cripta (FIGURA 2F), além de aparente diminuigdo
do tamanho e/ou do nimero de células caliciformes.

A camada submucosa do grupo infectado de fase aguda apresenta-se dilatada
(GRAFICO 3) com edema, células inflamatérias predominantemente mononucleares
(FIGURA 2B), vasos com endotélio reativo, congestdo e infiltrado perivascular
(TABELA 2).

Observa-se parasitismo discreto a intenso, com ninhos em toda extensdo das
camadas musculares (FIGURA 4 A e C e GRAFICO 5), principalmente nas regides
proximas a vasos da camada submucosa, possivelmente em consequéncia da riqueza de
vasos sanguineos nessa camada. Ressalta-se a presenca de ninhos no interior e ao redor
do plexo mientérico (FIGURA 4D), muitas vezes em associacdo com neurdnios
aparentemente integros e sem sinais de necrose, todavia com alteracdes do aspecto do
citoplasma e nuacleo sugestivo de degeneracdo neuronal. Ha alguns plexos infiltrados
cujos neurdnios apresentam intensos sinais de degeneracao.

O infiltrado inflamatorio foi avaliado em todas as camadas, sendo
predominantemente mononuclear e mais intenso nas camadas muscular e submucosa
(TABELA 2).

TABELA 2: Anélise semiquantitativa do infiltrado inflamatério perivascular, na camada
submucosa e muscular interna entre os grupos controle e infectado sacrificados nas fases aguda
e cronica: mediana (valor minimo/valor maximo) e valor de p (significancia estatistica p <
0,05), Teste Mann Whitney.

Fase Aguda p Fase cronica p
Infiltrado submucosa 1 (0,0/2,0) 0,004 1,5 (0,5/2,5) 0,0025
Infiltrado perivascular 0 (0,0/1,0) 0,4795 1 (0,0/2,5) 0,0198
Infiltrado muscular interna 1,5 (0,5/2,5) 0,0017 1 (0,5/2,0) 0,0059

Na fase aguda os infiltrados foram encontrados na camada muscular em toda
extensdo do colon (TABELA 2), formando feixes que se dispdem entre as fibras
musculares (FIGURA 2B). Essas fibras apresentam necrose isolada ou em pequenos
grupos, evidenciada na maior densidade de fibras reticulares, devido ao colabamento
dessa trama nas areas de perda muscular, em geral associadas a areas de substituicdo por
tecido de granulacdo (FIGURAS 5B e D).
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Foi observado também infiltrado inflamatorio entre as camadas musculares
interna e externa (FIGURA 2B) e ao redor da capsula dos ganglios mientéricos
(FIGURA 2C). Ademais, na camada muscular externa havia &reas na qual o intenso
infiltrado inflamatorio interrompia a integridade das fibras musculares, restando poucas
fibras entremeadas por tecido conjuntivo espesso e vasos congestos (FIGURA 2D).

Fase cronica

Os animais controle de fase cronica apresentaram camada mucosa discretamente
atrofiada em relacdo ao controle de fase aguda. Porém, o grupo infectado de fase
crbénica apresentou mucosa com aspecto normal, bastante preservada e espessada em
relagdo ao controle de fase cronica (GRAFICO 4).

Alguns animais infectados de fase crbnica apresentaram parasitismo discreto,
enquanto que em outros ndo foram observados ninhos ou formas amastigotas
(GRAFICO 5 e FIGURA 4B). N3o foram encontrados parasitos no plexo mientérico
nas amostras analisadas. Focos de infiltrado inflamatorio estava presente ao redor de
alguns ganglios mientéricos (FIGURA 3C).

O infiltrado inflamatdrio da camada submucosa variaram de discreto a moderado
(TABELA 2), sendo sobretudo perivasculares, com predominio homogéneo de células
mononucleares na sua maioria linfocitos e macrdéfagos residuais. Houve aumento da
espessura da parede dos vasos e hipertrofia do endotélio, o que sugere vasculite cronica,
sem sinais de congestdo (FIGURA 3D, E e F). Houve espessamento da camada
submucosa (GRAFICO 4), possivelmente devido ao aumento da celularidade e do
tecido conjuntivo.

Observou-se aumento do numero de mastocitos na camada submucosa,
geralmente relacionado a perivasculite e na camada muscular (FIGURA 3F e
GRAFICO 7), porém, ndo associado com infiltrado inflamatdrio ou estruturas do plexo
mientérico.

Na camada muscular, os discretos infiltrados inflamatorios (TABELA 2) foram,
na maioria dos casos, focais especialmente cruzando a camada muscular interna
(FIGURA 3B), entre as camadas musculares interna e externa e nas areas de
substituicdo por fibrose. Houve hipertrofia das células musculares lisas (GRAFICO 8)
e deposicdo de tecido conjuntivo ao redor das fibras musculares (FIGURA 6B).

Todavia o padrao das fibras reticulares foi similar ao do grupo controle (FIGURA 6D).
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Em geral, a &rea imunomarcada por PGP 9.5 nos plexos mientéricos e
submucosos foram bem visiveis na fase aguda, embora alguns neurbnios
imunomarcados apresentassem alteracdes degenerativas. As células da glia entéricas
imunomarcadas por GFAP foram pouco afetadas em nimero e aspecto na fase aguda
(GRAFICO 11, 12 e FIGURA 7). Na fase cronica houve discreta diminuicio da area
do plexo mientérico marcada por PGP 9.5 e aumento da area marcada por GFAP
(GRAFICO 14, 15 e FIGURA 7).

Houve intensa diminuicdo da inervacdo da camada muscular interna nos animais
do grupo infectado de fase aguda e crbnica, tanto em associagao com infiltrado
inflamatorio quanto em areas ndo infiltradas, o que pode explicar alteracdo funcional da
coordenac&o motora do colon (GRAFICO 13 e 16 e FIGURA 7).

5.3 Avaliacéo histopatologica guantitativa

Para avaliacdo quantitativa, o colon foi subdividido em trés regides conforme as
caracteristicas histoldgicas: regido proximal, que apresenta aspecto de transicdo do ceco
para o colon, a intermediaria, regido mais extensa e caracteristica do intestino grosso
com abundéancia de células caliciformes e absortivas nas glandulas intestinais, e a regido

distal que tem continuidade com o esfincter anal.

5.3.1 Espessura da parede do célon

Fase aguda

Em animais jovens sacrificados com 5 semanas de idade, o grupo controle da
fase aguda, evidenciou maior espessura total do cdlon na regido distal (753,1um) em
relacdo a proximal (522,1um; p = 0,0178). Quando comparado com o grupo infectado
(705,2um), a regido distal da parede total do célon apresentou-se espessada em relacdo
ao grupo controle (670,0pum; p = 0,0427) (GRAFICO 3).

Salienta-se que houve correlacdo direta entre a espessura da parede total com a
da camada mucosa (p < 0,0001), submucosa (p = 0,0081), muscular total (p = 0,0002),
camadas musculares interna (p = 0,0005) e externa (p = 0,0511).

A regido distal da camada mucosa do grupo infectado (346,0um) apresentou
diminuicdo da espessura comparada ao grupo controle (498,0um; p = 0,0044)

(GRAFICO 3). Ao avaliar separadamente cada grupo, o controle apresentou a
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espessura da regido proximal (283,4um) inferior a da regido intermediéria (546,4um; p
< 0,0001) e a distal (498,0um; p = 0,0007). No grupo infectado a regido intermediaria
(479,1um) apresentou-se espessada em relacdo a proximal (293,3um; p = 0,0001) e a
distal (346,0um; p = 0,0022).

A camada submucosa foi mais espessa no grupo infectado (82,4pm) em relacao
ao grupo controle (50,5um; p = 0,0011) (GRAFICO 3 e FIGURA 2 A e B), e a
espessura média da regido proximal foi menor que a das regides intermediaria e distal (p
=0,0184).

A camada muscular total apresentava-se mais espessada no grupo infectado
(250,0um) em relacdo ao grupo controle (176,9um; p = 0,0038) (GRAFICO 3 e
FIGURA 2 A e B) e a espessura média da regido proximal foi maior que a das regides
intermediéria e distal (p = 0,0013).

Houve espessamento da camada muscular interna do grupo infectado (207,5um)
em relacdo ao controle (144,4um; p = 0,0364) (GRAFICO 3 e FIGURA2 AeB)ea
espessura media da regido proximal foi maior a das regides intermediaria e distal (p =
0,0031).

Esse mesmo padrdo de espessamento foi observado para a camada muscular
externa, com espessura de 42,4um no grupo infectado e 32,4um no grupo controle (p =
0,0297) (GRAFICO 3 e FIGURA 2 A e B). A espessura média da regido distal foi
maior que a das regides intermediaria e proximal (p = 0,0101).

Houve correlacdo direta entre a espessura da muscular total e a espessura das

camadas musculares interna (p < 0,0001) e externa (p = 0,005).
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GRAFICO 3: Avaliagio da espessura da parede total, camada mucosa, camada submucosa,
muscular total, muscular interna e muscular externa do célon de camundongos Swiss do grupo
controle (O0) e infectado (m) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados durante a fase aguda da infeccdo. * indica significancia estatistica (p < 0,05) entre
0s grupos controle (n=5) e infectado (n=10).
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FIGURA 2: Fotomicrografias representativas do colon de camundongos Swiss do grupo
controle (A e E) e infectado (B, C, D e F) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T.
cruzi, sacrificados na fase aguda. No cdlon pode ser observada a camada mucosa (M),
submucosa (S), muscular interna (MI) e externa (ME) e entre essas camadas 0 plexo mientérico
(pontilhado). Nos animais infectados ha intenso infiltrado inflamatorio mononuclear na camada
submucosa e muscular (B), no plexo mientérico (C) e na camada muscular externa com fibras
em necrose (D), além de necrose e apoptose das células da cripta das glandulas (F). Coloragao
de hematoxilina-eosina, a barra equivale a 20umem AeB e 10umemC, D, EeF.
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Fase cronica

Ao avaliar a espessura das camadas do célon dos grupos de fase cronica,
observou-se espessamento da parede total do c6lon do grupo infectado (944,0pum) em
relacdo ao grupo controle (669,1um; p = 0,002) (GRAFICO 4), no entanto nio houve
diferenca entre as regides avaliadas. Notou-se correlagdo direta entre a espessura da
parede total & da camada mucosa, submucosa, muscular total, muscular interna (p <
0,0001) e muscular externa (p < 0,0003).

A camada mucosa do grupo infectado (479,1um) apresentou-se espessada se
comparada ao grupo controle (367,7um; p = 0,008) (GRAFICO 4) e a espessura da
regido intermediaria foi maior que as das demais regides (p = 0,0079).

Houve aumento significativo na espessura da camada submucosa do grupo
infectado (97,1um) em relagdio ao controle (54,4um; p = 0,027) (GRAFICO 4 e
FIGURA 3 A e B). A espessura das camadas mucosa e submucosa foi diretamente
correlacionadas (p = 0,0341).

A muscular total do grupo infectado (367,7um) apresentou-se espessada em
relacdo ao controle (255,9um; p = 0,0137) (GRAFICO 4), sendo que a regido distal era
espessada em relacdo as outras regides (p = 0,0185). A camada muscular interna
apresentou aumento significativo no grupo infectado (300,0um) em comparacdo ao
controle (188,1um, p = 0,00143) (GRAFICO 4 e FIGURA 3 A e B).

Houve correlacdo entre a espessura da muscular total e das camadas musculares
interna e externa (p < 0,0001). Todavia ndo foi observada diferenca estatistica (p =

0,0919) na espessura da camada muscular externa entre os grupos (GRAFICO 4).
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GRAFICO 4: Avaliagio da espessura da parede total, camada mucosa, camada submucosa,
muscular total, muscular interna e muscular externa do célon de camundongos do grupo
controle (0) e infectado (m) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,

sacrificados durante a fase cronica da infeccdo. * representa diferenca estatistica (p < 0,05)
entre os grupos controle (n=5) e infectado (n=10).
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FIGURA 3: Fotomicrografias representativas do co6lon de camundongos Swiss do grupo
controle (A) e infectado (B, C, D, E e F) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T.
cruzi, sacrificados na fase cronica. Infiltrado inflamat6ério mononuclear focal na camada
muscular interna (B), periganglionar (C) e perivascular (l), caracterizando vasculite cronica com
aumento da espessura da parede dos vasos e hipertrofia do endotélio (E) e presenca de
mastdcitos na musculatura e perivascular (F). ColoragGes de Hematoxilina-Eosina (A, B, C e
D), Prata Amoniacal de Gomori (E) e Azul de Toluidina (F). Barra equivale 20um em A e B,
10um em C, D, E e no detalhe de F e 4um em F.
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5.3.2 Parasitismo tecidual

Ao comparar a area marcada por imuno-histoquimica anti-T. cruzi entre 0s animais
infectados de fase aguda e os infectados de fase cronica, observou-se significativa
reducdo da presenca do parasito em formas amastigotas isoladas ou ninhos na fase
cronica da infeccdo em todas as regides do cdlon (p < 0,001).

Observou-se que o parasitismo da regido intermediaria do grupo infectado de
fase aguda foi significativamente maior que o da regio distal (p = 0,0137) (GRAFICO
5).
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GRAFICO 5: Avaliacio da area marcada por imuno-histoquimica anti-Trypanososma cruzi nas
regides proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do célon de camundongos Swiss infectados
com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y, sacrificados na fase aguda (mn=10) e na fase
crbnica (mn=10). * e a linha representam diferenca estatistica (p < 0,05) entre 0s grupos e entre
as regides do grupo infectado de fase aguda, respectivamente.
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FIGURA 4: Fotomicrografias representativas do célon de camundongos Swiss infectados com
50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados na fase aguda (A, C e D) e na
fase cronica (B). Na fase aguda h& parasitismo associado (A) ou ndo a infiltrado inflamatério
(C) e no plexo mientérico (D). Na fase crénica, na maioria dos casos, observa-se auséncia de
parasito nos focos inflamatdrios (B). Imuno-histoquimica anti-T. cruzi, barra equivale a 10pum.
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5.3.3 Quantificacdo do infiltrado inflamatério

Fase Aguda

O grupo infectado de fase aguda apresentou moderado a intenso infiltrado
inflamatorio na camada muscular interna em todas as regifes do cdélon, refletindo em
aumento da celularidade total por campo (média de 88,2 células) em comparacdo ao
grupo controle (59,9 células, p < 0,0001 - GRAFICO 6). Na camada muscular externa
ndo foi observado aumento significativo da celularidade (FIGURA 2B).

Entretanto, ndo houve diferenca no niumero de mastécitos presentes em toda
extensdo do colon nos animais do grupo controle e infectado (p = 0,670) e ndo foi
observado nenhum mastécito na camada muscular na fase aguda, em ambos 0s grupos
(GRAFICO 6).
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GRAFICO 6: Avaliacdo do numero total de nicleos celulares presentes na camada
muscular interna (média por campo) e mastocitos nas camadas submucosa, musculares e
serosa (toda extensdo do corte) do célon de camundongos Swiss do grupo controle (O) e
infectado (W) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados na a fase
aguda da infecgdo. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos controle (n=5) e
infectado (n=10).

Fase cronica

Na fase crdnica, os focos de infiltrado inflamatdrio apresentavam-—se distribuidos
de forma esparsa, préximo a areas de fibrose ou ao longo do trajeto de vasos, 0 que
impediu a quantificacdo em campos aleatorios. No entanto, observou-se presenca de
infiltrados inflamatdrios focais, predominantemente mononuclear, em toda a extensdo
do intestino (FIGURA 3B).
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Nessa fase da doenca experimental, ocorreu aumento significativo do nimero de
mastdcitos presentes na camada muscular do grupo infectado (17 mastocitos) em
relacio ao controle (0 mastécitos; p = 0,0561) (GRAFICO 7).
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GRAFICO 7: Nimero médio de mastécitos nas camadas submucosa, muscular e serosa (toda
extensdo do corte) do célon de camundongos Swiss do grupo controle (0) e infectado (M) com
50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados durante a fase cronica da
infeccdo. * indica significancia estatistica (p < 0,05) entre os grupos controle (n=5) e infectado
(n=5).

5.3.4 Area citoplasmatica da fibra muscular lisa (area de campo/niimero de nucleos)

N&o houve diferenca na area das fibras musculares das camadas interna e
externa entre os animais controle e infectado de fase aguda.

Todavia, na fase cronica, o tamanho das fibras da camada muscular interna do
grupo infectado (367,0um?), medida nas regiGes proximal, intermediaria e distal do
célon, apresentou-se significativamente maior que as do grupo controle (243,6umz; p <
0,0001), indicando hipertrofia das fibras (GRAFICO 8).
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GRAFICO 8: Avaliagdo da area das células musculares lisas das camadas interna do
cblon de camundongos Swiss do grupo controle (O) e infectado (m) com 50.000 formas
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados na fase cronica da infecgdo. * representa
diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos controle (n=5) e infectado (n=10).

5.3.5 Tecido conjuntivo e fibra reticular

Fase aguda

O tecido conjuntivo é formado por fibras colagenas, elasticas e reticulares, o que
pode ser observado através da coloracdo por Tricromico de Gomori. Na fase aguda,
houve reducdo da area de tecido conjuntivo presente na camada muscular interna,
marcado por essa técnica no grupo infectado (207,7um?) em relacdo ao grupo controle
(262um?2; p = 0,0217) (GRAFICO 9 e FIGURA 5 A e B).

As finas fibras reticulares sdo argirofilas, com predominio de colageno tipo Il
associado a glicoproteinas e proteoglicanas e formam uma rede de sustentacdo ao redor
das fibras musculares (Junqueira e Carneiro, 2004)). Nas preparacGes de Prata
Amoniacal de Gomori a trama reticular normal (aproximadamente 30nm), marcada em
preto, distribuiu-se delimitando delicadamente os contornos unicelulares da fibra
muscular lisa e realcando a organizacdo arquitetural e orientacdo celular na parede
intestinal (Ushiki, 2002).

Detectamos aumento significativo das fibras reticulares na camada muscular
interna do grupo infectado (1493,3um?2) em comparagdo ao grupo controle (558,6pumz; p
< 0,0001) (GRAFICO 9), 0 que sugere necrose das fibras musculares com justaposicéo
das fibrilas reticulares (FIGURA 5 C e D).

Ressalta-se que existe correlacdo direita entre o aumento das fibras reticulares

com a presenga de infiltrado inflamatdrio na camada muscular interna (p = 0,0193).
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GRAFICO 9: Avaliacdo da area de tecido conjuntivo e de fibra reticular na camada muscular
interna do cdlon de camundongos Swiss do grupo controle (O) e infectado (M) com 50.000
formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados durante a fase aguda da infecgéo.
Diferencas significativas (p < 0,05) sdo representadas por * entre 0s grupos controle (n=5) e
infectado (n=10).
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FIGURA 5: Fotomicrografias representativas do célon de camundongos Swiss dos grupos
controle (A e C) e infectado (B e D) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados na de fase aguda. O grupo infectado apresentou infiltrado inflamatério (B), areas de
substituicdo com tecido de granulacdo (detalhe) e colabamento das fibras reticulares (D) na
camada muscular. Coloracdo Tricromico de Gomori (A e B) e Prata Amoniacal de Gomori (C e
D). Barra equivale a 20um em A e B e 10um no detalhe B, C e D.

61



62



Fase cronica

Na fase crbnica, houve aumento significativo da area marcada pelo Tricrémico

de Gomori no grupo infectado (382,4um?) em relacdo ao controle (220,3um?; p <

0,0001), com éreas de fibrose (FIGURA 6 A e B). Porém a area ocupada por fibras

reticulares nos animais de fase cronica ndo apresentou variacdo significativa entre os
grupos (p = 0,8208) (FIGURA 6 C e D e GRAFICO 10).
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GRAFICO 10: Avaliagio da area de tecido conjuntivo e de fibra reticular no colon de
camundongos Swiss do grupo controle (D) e infectado (@) com 50.000 formas tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi, sacrificados durante a fase crénica da infec¢do. Diferencas significativas (p
< 0,05) sdo representadas por * entre os grupos controle (n=5) e infectado (n=10).
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FIGURA 6: Fotomicrografias representativas do cdlon camundongos Swiss do grupo controle
(A e C) e infectado (B e D) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados na de fase cronica. O grupo infectado apresentou aumento das fibras colagenas (B)
entremeando as fibras musculares (detalhe), porém as fibras reticulares (D) tinham padrdo
semelhante ao do grupo controle (C). Coloragdo Tricrémico de Gomori (A e B) e Prata
Amoniacal de Gomori (C e D). Barra equivale a 20pm em A e B e 10pum no detalhe B, C e D.
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5.3.6 Plexo mientérico e submucoso e inervacdo intermuscular lisa intestinal

Fase aguda

A area imunomarcada por PGP 9.5 no plexo mientérico ndo apresentou
diferencas significativas nos animais infectados em relacdo aos controles (p = 0,2678)
na fase aguda (GRAFICO 11). A Unica diferenca observada foi entre as regides
proximal (2064,0um?) e distal (1088,0um?) do grupo infectado (p = 0,0514) (FIGURA
7CeD).
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GRAFICO 11: Avaliacio da area imunomarcada por PGP 9.5 no plexo mientérico nas regides
proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do c6lon de camundongos Swiss do grupo controle
(O) e infectado (M) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados
durante a fase aguda da infec¢do. A linha representam diferenca estatistica entre as regides do
grupo infectado.

No plexo submucoso (FIGURA 7 A e B) da regido proximal do colon, houve
diferenca entre os grupos controle (586,7um?) em relacdo ao infectado (1110,0pumz; p =
0,0528) e essa apresentou-se maior imunomarcacdo por PGP 9.5 do que a regido distal
(290,4um2; p = 0,013) no grupo infectado (GRAFICO 12).
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GRAFICO 12: Avaliacio da area do plexo submucoso imunomarcado por PGP 9.5 nas regides
proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do c6lon de camundongos Swiss do grupo controle
(O) e infectado (m) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados
durante a fase aguda da infeccdo. * indica significancia estatistica (p < 0,05) entre os grupos
controle (n=3) e infectado (n=3) e a linha representam diferenca estatistica entre as regides do
grupo infectado.

Area imunomarcada por PGP
9,5 no plexo submucoso (um2)

No entanto, a densidade de elementos PGP 9.5 positivos entre as fibras
musculares, caracteristica da inervacdo intermuscular intestinal, foi menor no grupo
infectado (0,0606) em relacdo ao grupo controle (0,5311; p = 0,0031) na regido
proximal. Nota-se que no grupo controle a regido proximal apresentava maior densidade
de filetes nervosos PGP 9.5 positivos que a regido intermediaria (0,2023; p = 0,020) e
distal (0,1687; p = 0,02) (GRAFICO 13).

Salienta-se que apesar do plexo mientérico se apresentar relativamente
preservado (GRAFICO 11) ndo houve alteracdo da &rea marcada por PGP 9.5 nos
ganglios, todavia a intensidade desta imunomarcagdo estd menor no grupo infectado
(FIGURA 7C e D). Ademais a densidade de fibras nervosas intermusculares PGP 9.5
positivas no campo referente a esse ganglio estd reduzida (GRAFICO 13),
especialmente nas regides musculares acometidas por infiltrado inflamatorio (detalhe
FIGURA 7D).

67



0.751
0.50+

0.25-
* ﬁ [] ﬁ

IR m
P | D

GRAFICO 13: Avaliagio da inervacio intermuscular imunomarcada por PGP 9.5 nas regides
proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do c6lon de camundongos Swiss do grupo controle
(O) e infectado (m) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados
durante a fase aguda da infeccdo. * indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre 0s grupos
controle (n=3) e infectado (n=3) e a linha tracejada representam diferenca estatistica entre as
regides do grupo controle.
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Fase cronica

Na fase crénica também néo foi observada diferenca na area imunomarcada por
PGP 9.5 entre o grupo controle (1796,0um?) e infectado no plexo mientérico (1575,3
umz;, p = 0,4495) (GRAFICO 14) e no plexo submucoso (controle 522,0pm? e
infectado 582,4um?; p = 0,6975) (GRAFICO 15). Apesar de nio haver diferenca
significativa da area marcada por PGP 9.5 salienta-se que no grupo infectado a

intensidade da marcacgéo apresentous-se diminuida (FIGURA 7E e F).

& 3000+
A«
s ||
28
S 2 2000-
8 o T
52
¥
c X

) _
ga 1000
= o
S5
\< C{

0
P I D

GRAFICO 14: Avaliacio da area do plexo mientérico imunomarcado por PGP 9.5 nas regides
proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do c6lon de camundongos Swiss do grupo controle
(O) e infectado (M) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, sacrificados
durante a fase cronica da infeccdo. * indica significAncia estatistica (p < 0,05) entre 0s grupos
controle (n=3) e infectado (n=3).

68



N w
o o
o o
o o
| J

Area imunomarcada por PGP
9,5 no plexo submucoso (um2)
|_\
o
o
?

ﬂi Wli ml

GRAFICO 15: Avalia¢io da area do plexo submucoso imunomarcado por PGP 9.5 nas regides
proximal (P), intermediaria (I) e distal (D) do célon de camundongos Swiss do grupo controle
(n=30) e infectado (n=3 M) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados durante a fase cronica da infecgao.

Todavia, houve significativa diminuicdo da densidade de inervacao
intermuscular PGP 9.5 positiva nos animais infectados (0,02020) em relacdo a seu
grupo controle (0,07070; p = 0,010) na fase cronica (GRAFICO 16 e FIGURA 7 E e

F), a semelhanca do que foi descrito para a fase aguda.
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GRAFICO 16: Avaliagio da inervagio intermuscular imunomarcado por PGP 9.5 no célon de
camundongos Swiss do grupo controle (O) e infectado (m) com 50.000 formas tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi, sacrificados durante a fase cronica da infeccdo. * indica significAncia
estatistica (p < 0,05) entre os grupos controle (n=3) e infectado (n=3).
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5.3.7 Células gliais entéricas

Fase aguda

A éarea imunomarcada por GFAP no plexo mientérico (FIGURA 7 G e H) ndo
apresentou diferenca eestatistica entre as regibes proximal, intermediaria e distal do
cbélon de animais infectados da fase aguda, embora a andlise qualitativa tenha
demonstrado uma diminuicao dessa area a medida que se aproxima da regido distal. Ndo
houve diferenca significativa na marcagdo das células da glia entéricas entre 0s grupos
(p = 0,1156) (GRAFICO 17).
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GRAFICO 17: Avaliacio da area do plexo mientérico imunomarcado por GFAP nas regides
proximal (P), intermediaria (1) e distal (D) do célon de camundongos Swiss do grupo controle
(n=30) e infectado (n=3 @) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados durante a fase aguda da infeccao.
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Fase cronica

Na fase cronica também nao foi observada diferenca significativa entre os
grupos controle e infectado (p = 0,45) nas diferentes regides do célon, no entanto, ha
evidéncia qualitativa de aumento da area imunomarcada por GFAP no plexo mientérico

na regido proximal do grupo infectado (GRAFICO 18).
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GRAFICO 18: Avaliacio da area do plexo mientérico imunomarcado por GFAP nas regides
proximal (P), intermediaria (I) e distal (D) do c6lon de camundongos Swiss do grupo controle
(n=3 0) e infectado (n=3 M) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi,
sacrificados durante a fase cronica da infecgao.
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FIGURA 7: Fotomicrografias representativas do colon de camundongos Swiss do grupo
controle (A, C e G) e infectado (B, D e H) com 50.000 formas tripomastigotas da cepa Y do T.
cruzi, sacrificados na fase aguda; grupo controle (E) e infectado (F) sacrificados na fase cronica.
Plexo submucoso (A e B), inervagdo intermuscular longitudinal (cabeca de seta) e transversal
(cabeca de seta preenchida), neurdnios (C, D, E e F) e células da glia entérica (G e H) do plexo
mientérico. Imuno-histoquimica anti-PGP 9.5 (A, B, C, D, E e F) e anti-GFAP (G e H), a barra
equivale a 10pum.
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6 — DISCUSSAO

Os aspectos histopatologicos do intestino de camundongos infectados na fase
aguda da doenca de chagas experimental vém sendo estudados por nosso grupo ha
alguns anos (Arantes, Marche et al., 2004). Evidenciamos que a despeito das inumeras
referéncias a auséncia de alteragdes intestinais no modelo murino, em geral obtidas de
amostragens ndo sistematicas e pouco abrangentes, o parasitismo intestinal, com maior
ou menor injuria tecidual é frequente desde que a amostragem seja posterior ao pico da
parasitemia.

No nosso trabalho o pico de parasitemia ocorreu no 9° d.p.i.,, no qual foram
encontradas aproximadamente 900.000 formas tripomastigotas em 0,1ml de sangue
periférico. Apds dois dias (11° d.p.i.), os animais foram sacrificados para coleta de
material histopatologico. Experimentos preliminares indicavam que ocorria migragdo
das formas tripomastigotas para o 6rgao de interesse, o célon, quando o animal ja se
apresentava clinicamente debilitado e, na maioria das vezes, evoluia para Obito. Dessa
forma, através de estudos piloto, observamos que o sacrificio no dia do pico de
parasitemia ndo permitia detectar parasitismo tecidual significativo. Por outro lado os
animais morrem entre os 14° e 18° d.p.i. em funcdo do intenso parasitismo. Tal
constatacdo explica porque em grande parte das vezes acredita-se que o parasitismo
intestinal ndo é significativo e tem sido pouco explorado no modelo murino.

Em funcdo das altas taxas de parasitemia e de mortalidade da cepa Y, optamos
por tratar os animais pertencentes ao grupo de fase crénica com Benzonidazol no 11°
d.p.i., a fim de controlar a parasitemia e, consequentemente, aumentar a sobrevida
(Guedes, Veloso et al., 2002; Caldas, Talvani et al.,, 2008). Mesmo assim
aproximadamente 65% dos animais infectados ndo resistiram até o 15° m.p.i., uma vez
que essa cepa € parcialmente resistente ao tratamento com esse farmaco (Filardi e
Brener, 1987).

Na andlise histopatologica ao 11° d.p.i, encontramos parasitos em toda a
extensdo das camadas musculares do célon, especialmente, na muscular interna préximo
a vasos e predominantemente nas areas perivasculares da submucosa, possivelmente por
essa ser a porta de entrada dos parasitos no intestino, ja que as células endoteliais sdo as
primeiras a entrarem em contato com o T. cruzi (Mukherjee, Huang et al., 2004).

Os vasos apresentavam epitélio reativo e intenso infiltrado perivascular, sendo
que essa lesdo endotélial geralmente leva a disfuncdo vascular, que, consequentemente,

acarreta proliferacdo celular, redugéo do fluxo sanguineo e isquemia (Mukherjee, Huang
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et al., 2004). A ativacao de sinal regulatorio de quinase extracelular (ERK) iniciada na
fase aguda persiste até a fase cronica da doenca (Hassan, Mukherjee et al., 2006).

Esse intenso parasitismo recruta celulas inflamatdrias, predominantemente
mononucleares, que migram para a camada muscular na qual fendmenos vasculares da
inflamacdo, tais como edema e congestdo séo intensos e dissociam as fibras musculares.
Dessa forma, ocorre aumento da espessura das camadas submucosa e musculares.

Houve correlacdo direta entre 0 aumento da espessura da parede total com o das
camadas mucosa, submucosa, muscular total, camadas muscular interna e externa,
corroborando que o espessamento de cada camada acarreta 0 aumento da espessura da
parede total.

Em decorréncia dos disturbios vasculares houve necrose das fibras musculares, e
consequentemente, a formacao do tecido de granulagdo composto por colageno tipo Il1,
0 que explica o aumento da area de fibra reticular na fase aguda da doenca (Sirica,
1996). Todavia, com o passar do tempo, esse tecido de granulacdo inicial com finas
fibrilas vai sendo substituido por tecido de cicatrizacdo com neoformacao de colageno,
que pode levar a formacdo de areas de fibrose e interrupcao da fibra muscular, quadro

observado na fase avancada da doenga em nossos animais.

Salienta-se que houve diminuicdo da espessura da camada mucosa,
possivelmente devido a descamacdo do epitélio por necrose ou apoptose, além de
aparente diminuicdo do tamanho e/ou do nimero de células caliciformes. Aponta-se que
as células epiteliais intestinais tem propriedade de proteger e regular o SNE (Moriez,
Abdo et al.,, 2009), e o SNE controla funcdes epiteliais, como absor¢do, secrecao,
integridade, proliferacdo, barreira e sistema de defesa e o fluxo sanguineo (Hansen,
2003b). Alteraces proliferativas epiteliais podem ser decorrentes de diversos disturbios
luminais ou intraparietais.

Os neur6nios dos ganglios mientérico e submucoso aparentavam-se integros,
apesar da rara presenca de células inflamatdrias e/ou ninhos no interior e ao redor do
plexo mientérico, assim como descrito por outros autores que estudaram o intestino na
fase aguda experimental (Camargos, Franco et al., 2000).

Possivelmente, a delgada capsula de tecido conjuntivo que envolve o plexo e
previne a migracdo de parasitos e células inflamatorias ou as células gliais entéricas, as
quais tem participacdo no suporte do SNE, modulando a homeostase, neurotransmissao,
apresentacdo de antigeno e atividade motora gastrointestinal (Bassotti, Villanacci et al.,

2007), podem também participar dessa barreira.
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Existem controvérsias sobre a irrigacdo sanguinea no SNE, trabalhos anteriores
apontam que os capilares ndo penetram no plexo mientérico, que ndo apresentam parede
fenestrada e existem jungdes entre as células endoteliais (Gershon e Bursztajn, 1978).
Atualmente, sugere-se que capilares de nervos simpaticos e sensoriais sdo bastante
permeéveis a macromoléculas e proteinas extravasadas e entram em contato com
neuritos e neurénios do plexo submucoso e mientérico (Allen e Kiernan, 1990; 1994;
Kiernan, 1996).

Todavia, neurdnios dos plexos submucoso e mientérico expressam claudina-4,
proteina componente da juncdo oclusiva com funcdo de diminuir o transporte
paracelular (Karaki, Kaji et al., 2007), sendo essa uma forma de barreira seletiva ndo
vascular que visa protecdo neuronal.

N&o observamos alteragdo das células da glia entéricas GFAP positivas no plexo
mientérico, de forma diferente do trabalho de Da Silveira, Freitas et al. (2008a) que
observou aumento da percentagem de células S100 imunorreativas expressando GFAP,
especialmente na por¢do ndo dilatada do colon comparada a area com megacélon. A
diferenca entre os resultados pode ser em decorréncia de Da Silveira, Freitas et al.
(2008a) terem avaliado area de 3mm? em cada ganglio e comparado regides com e sem
megacoélon, ao contrario do nosso trabalho, que avaliou toda a extensdo do cdlon
indiscriminadamente, no qual foram amostrados 30 ganglios mientéricos com area total
média de 1614um?2 em cada animal. Além, potenciais diferencas entre a patologia
humana e murina também podem justificar a diferenca dos dois trabalhos. Mesmo assim
existe uma tendéncia de aumento na imunomarcacao da regidao proximal na fase cronica.
Pretendemos explorar melhor esse achado aumentando a amostragem e utilizando
outros marcadores tais como S100 para identificar as células acessorias do plexo.

Trabalhos com ratos Wistar infectados com 200.000 formas tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi, indculo quatro vezes maior que o utilizado por nosso grupo,
apontam na fase aguda (18° d.p.i.), diminuicdo significativa do nimero de neurdnios do
plexo mientérico no cdlon e coragdo, todavia sem parasitos nos neurénios, além de
infiltrado inflamatorio intenso e focal de leucdcitos e linfocitos na camada muscular
(Garcia, Paula et al., 1999).

Similarmente ao que observamos, na colite causada por administracdo de
Trichinella spiralis, houve diminuicdo da atividade motora apesar de nao ocorrer
alteracdes significativas no nimero de neurdnios no plexo submucoso e mientérico, o

que acarretou profundas adaptacdes neuromusculares (Auli, Nasser et al., 2008).
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Trabalho anterior do nosso grupo relatou que a desnervagdo do trato
gastrointestinal na fase aguda da infeccdo de camundongos C57BL/6 por T. cruzi é
dependente da producdo de NO. Embora camundongos geneticamente deficientes para
enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) apresentassem mais pronunciado
infiltrado inflamatério e ninhos do parasito na parede intestinal, ndo havia diminuicao
no nimero de neurbnios do plexo mientérico. Além disso, animais geneticamente
deficientes para IFN-y também ndo apresentaram perda neuronal ou infiltrado
inflamatorio na parede intestinal. Nesse trabalho a documentacéo de perda neuronal foi
feita concomitanemente, por dois grupos distintos, e facilmente relacionada ao padrao
de inflamacéo intensa dos ganglios, que apresentavam-se muitas vezes invadidos por
leucécitos e parasitos nas células acessorias. A partir desse trabalho, mostrou-se que a
desnervacdo mientérica que ocorre nesse modelo de fase aguda da DC é consequéncia
da producdo de NO decorrente da ativacdo de iNOS por IFN-y no foco inflamatorio
(Arantes, Marche et al., 2004).

Esses resultados indicam que a resposta inflamatdria no plexo mientérico e na
parede intestinal dos camundongos C57BL/6 é mais intensa que a observada nos
camundongos Swiss. Podemos especular que 0os camundongos Swiss produzam menos
NO que os C57BL/6 e, consequentemente, haja certa protecdo dos neurbnios dos
plexos. Por outro lado, o infiltrado inflamatorio e o parasitismo, embora presentes na
parede intestinal, foram escassos no plexo mientérico dos camundongos Swiss, 0 que
poderia explicar a auséncia de perda neuronal significativa.

Além disso, utilizamos uma metodologia para avaliacdo da desnervacdo bastante
diferente, visto que Arantes, Marche et al. (2004) quantificaram o numero total de
neurdnios presentes no plexo mientérico em 20 seccOes espacadas por 25um, para evitar
que o mesmo ganglio fosse contado duas vezes, e amostrar grande numero de ganglios.
No presente trabalho, a area imunomarcada por PGP 9.5 foi quantificada,
automaticamente, nos plexos submucoso e mientérico em 30 campos por animal, ou
seja, ndo realizamos uma contagem tdo extensa o0 que pode explicar ndo termos
encontrado desnervacao dos plexos.

Apesar de ndo haver diferenca entre a area marcada por PGP 9.5 nos plexos dos
grupos infectado e controle, ndo podemos afirmar que ndo houve lesdo neuronal ja que
qualitativamente a intensidade da marcacdo diminuiu o que pode sugerir certo grau de
lesdo neuronal, uma vez que a PGP 9.5 é uma proteina estrutural (Doran, Jackson et al.,

1983) expressa no citoplasma de neurdénios sem homologia com outras proteinas (Day e
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Thompson, 1987) e que a morte neuronal é um processo lento (Hart, Terenghi et al.,
2008).

Neurbnios que apresentam importantes alteraces funcionais detectaveis na
conducdo do impulso, diminuicdo da velocidade no transporte anterdgrado e alteragdes
sugestivas de acumulo de proteinas ao longo do axénio, ou seja, perda de atividade
funcional, ainda sdo imunomarcados por PGP 9.5 e apresentam integridade morfoldgica
(Howe, 2008).

Déficits funcionais causados por lesdes do nervo podem ser compensados por
trés mecanismos: regeneracdo dos axonios lesados, reinervagdo por ramificacdes de
axonios ndo danificados, bem como remodelamento de circuitos do sistema nervoso
relacionadas com funcdes perdidas (Navarro, Vivo et al., 2007).

As lesGes de nervos periféricos resultam em perda parcial ou total das funcdes
motoras, sensoriais e autondmas transmitida pelo nervo lesado ao segmento desnervado,
devido a interrupcdo da continuidade dos axénios, a degeneracdo das fibras nervosas
distais da lesdo e a eventual morte dos neurdnios que sofreram axotomia. Apds
axotomia o fenotipo neuronal altera para um estado regenerativo, alterando a regulacéo
de inimeros componentes celulares, bem como a sintese “de novo” de algumas
moléculas normalmente ndo expressas em neurdnios adultos. Essas mudancas na
expressdo génica ativam e regulam as vias responsaveis pela sobrevivéncia neuronal e
regeneracao axonal (Navarro, Vivo et al., 2007). Apés a perda da continuidade axonal, a
parte isolada do axdnio entra em degeneracao Walleriana, que se inicia por fase latente
com perda gradual da funcdo dos canais idnicos que acarreta em anormalidades na
excitabilidade e em falha na conducdo do impulso e desintegracdo axonal (Moldovan,
Alvarez et al., 2009), o que envolve desorganizacdo de microtibulos, fragmentacédo
axonal e recrutamento de fagocitos para remover 0s remanescentes (Saxena e Caroni,
2007).

Assim sendo, a DC constitui um verdadeiro modelo intrinseco de desnervacgéo
do trato gastrointestinal humano as importantes alterac6es da motilidade no célon e reto,
perda do relaxamento do esfincter anal e resposta andmala do estimulo colinérgico da
bexiga (Meneghelli, 1985), apontando para a perda de integridade e funcdo neuronal, o
que ainda precisa ser validado no modelo murino.

Além da degeneracdo Walleriana, trabalhos apontam que o aumento nos niveis
de fator de crescimento nervoso (NGF) e de fator neurotrofico derivado de célula da glia
(GDNF) ndo alteram o numero de neurdnios sensoriais em regeneracdo, todavia o

aumento de GDNF prejudica a regeneracdo de neurénios motores, influenciando tanto o
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crescimento axonal a longa distdncia quanto a reinervacdo dos musculos alvo
(Tannemaat, Eggers et al., 2008).

Os neurdnios imunomarcados pela PGP 9.5 estavam preservados nos ganglios na
fase aguda, todavia, salienta-se que a densidade da inervacéo intermuscular da camada
muscular interna nos animais do grupo infectado estava significativamente diminuida,
em especial nos locais de intenso infiltrado inflamatorio. Esse fato pode explicar a
alteracdo funcional da coordenacdo motora do célon que caracteriza a instalacdo do
megacolon ou apontar o inicio de uma lesdo pds-ganglidnica a qual neurénios motores
sdo susceptiveis. Além disso, acredita-se que consideravel propor¢do de neurdnios
sensoriais morrem apoés lesdo distal (Hart, Terenghi et al., 2008).

O mesmo padrédo de diminuigdo da imunomarcagdo por PGP 9.5 das fibras
intermusculares observado neste trabalho foi encontrado em pacientes chagasicos
crénicos com megacolon, sendo que as fibras eram mais delgadas quando comparadas
aos pacientes controles. Essa diminui¢cdo foi interpretada como perda axonal
caracteristica do quadro de megacdlon, visto que pacientes chagasicos sem megacolon
ndo apresentavam diferencas significativas na distribuicdo de fibras em relagéo ao grupo
controle (Da Silveira, Lemos et al., 2007).

Ao compararmos 0s animais dos grupos controles de fase aguda e crbnica
observamos que houve consideravel diminui¢do da inervacdo intermuscular, ao longo
do tempo, o que pode estar relacionado com o envelhecimento do animal. Trabalhos
apontam correlacdo entre a DC e a idade dos pacientes, demosntrando em adicional
comprometimento das alteracdes motoras do es6fago (Dantas e Aprile, 2006).

O plexo mientérico é afetado com o envelhecimento em roedores (Santer e
Baker, 1988; Gabella, 1989) e humanos (Gomes, De Souza et al., 1997; Hanani, Fellig
et al., 2004) e a perda de neurdnios e células da glia entéricas de ambos os plexos inicia-
se na idade adulta e progride com o passar do tempo, sendo que a intensidade dessa
diminuicdo é maior no intestino grosso do que no delgado e no estbmago (Phillips e
Powley, 2007). Os achados demostram perda de neurbnio excitatorio especificamente
colinérgico, células intersticiais de Cajal e paralela perda de células da glia, enquanto
gue os neurbnios inibitérios aparentemente ndo sdo afetados (Camilleri, Cowen et al.,
2008). As células de Cajal sdo apontadas como marcapassos que coordenam
movimentos peristalticos mediando 0s impulsos nervosos. Trabalhos apontam
diminuicdo do nimero dessas células nas camadas musculares interna e externa e no
plexo mientérico de pacientes com megaesdfago (De Lima, Cabrine-Santos et al., 2008)

e megacdlon (Hagger, Finlayson et al., 2000).
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Na fase crbnica, nosso trabalho é praticamente o Unico a examinar
sistematicamente o intestino em animais mantidos por longos periodos, os quais
atestadamente apresentaram parasitismo intestinal na fase aguda. NOs observamos
escassos parasitos na camada muscular de alguns animais através do método da imuno-
histoquimica, todavia, se utilizassemos testes mais sensiveis como o da PCR (Gomes,
Macedo et al., 1998) a presenca do DNA do parasito em todos 0s animais certamente
seria demonstrado.

No megaesdfago humano aponta-se a importancia da presenca do parasito na
manifestacdo clinica, no entento, nem sempre relacionado com o infiltrado inflamatério
(Guarner, Bartlett et al., 2001; Lages-Silva, Crema et al., 2001). Trabalhos apontam a
variacdo da taxa de parasitemia, mortalidade e intensidade do infiltrado inflamat6rio em
diferentes tecidos conforme a genética do parasito e do modelo experimental
(Andersson, Orn et al., 2003).

Na camada submucosa € patente o aspecto da vasculite crénica, quadro tambem
descrito no megacdlon de pacientes chagasicos cronicos, na qual ha infiltrado
inflamatorio linfocitario quase exclusivamente de células T, plasmocito e eosin6filo em
alguns casos, permeando toda a parede da veia ou artéria, com perda da estrutura da
parede do vaso (Nogueira, 1996).

Eram escassos os infiltrados inflamatorios focais na camada muscular dos
camundongos mantidos por 15 m.p.i.. Pacientes chagasicos cronicos assintomaticos
apresentam maior nivel de IFN-y produzido por células T CD8" do que pacientes
sintomaticos. Todavia, em pacientes sintomaticos, as células T CD8 diferenciam-se em
células de memoria ou entram em apoptose (Albareda, Laucella et al., 2006). Em nosso
material, a quantificacdo da imunomarcacdo diferencial dos leucdcitos estd em
andamento.

Apesar da diminui¢do do infiltrado inflamatério em relacdo a fase aguda, na
camada muscular houve aumento significativo do nimero de mastocitos em comparagéo
ao grupo controle de fase cronica e também ao infectado de fase aguda. Estudos in vitro
apontam que a desgranulacdo de mastocitos favorece a morte de neurdnios mientéricos
possivelmente via receptor de proteinase 2 ativado, prostaglandina-D2 e interleucina
(IL)-6, sendo que a liberacdo de histamina, serotonina, heparina, IL-1p ¢ TNF-a ndo
teve efeito (Sand, Themner-Persson et al., 2009). Pretendemos estudar posteriormente o
efeito direto do mastécito e de seus produtos em culturas de neurdnios entéricos e

simpaticos na presenca do T. cruzi.
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A presenga dos mastdcitos possivelmente relaciona-se com o aumento evidente
de tecido conjuntivo peri-muscular e de focos fibroticos, o que tem importancia no
estabelecimento do megacdlon (Pinheiro, Rua et al., 2003; Da Silveira, Adad et al.,
2007).

Em tese, a lesdo ocorrida durante a fase aguda causou degeneracao e necrose das
fibras musculares, e apesar de haver certo grau de regeneracdo e aumento do niumero de
mitoses, o tecido muscular ndo conseguiu regenerar-se completamente; levando essas
areas a serem ocupadas por tecido conjuntivo, formando fibrose entre as fibras
musculares, quadro também descrito em pacientes chagasicos com megacélon
(Pinheiro, Rua et al., 2003). No final da fase aguda observa-se presenca de laminina,
colageno 1V e fibronectina relacionada ao infiltrado inflamatério e colageno 111 em
depositos peri-arteriais (Andrade, Grimaud et al., 1989), onde durante a fibrogénese,
fibrilas de colageno sdo formadas a partir da fuséo de finas e curtas fibrilas (Ushiki,
2002).

As fibras musculares da camada circular apresentavam-se hipertrofiadas em
relagcdo ao grupo controle e houve aumento da espessura de todas as camadas do célon
nos animais infectados de fase cronica. Segundo Koberle (1968) a dilatacdo e
hipertrofia do colon € iniciada quando a reducdo das células do ganglio ultrapassa o
limite critico de 55%, o que reforcaria a possibilidade de que a quantificacdo de
neurdnios que obtivemos esteja de alguma forma subestimada.

Esse mesmo quadro foi observado em pacientes com megareto e megasigmoide
idiopatico, no qual havia marcante hipertrofia da musculatura longitudinal e em menor
intensidade da musculatura circular. Também, nesse sentido, nossas observacdes estdo
de acordo com a discreta/moderada fibrose e menor imunomarcacdo por actina e
miosina das fibras musculares externas (Gattuso, Smith et al., 1998), além de
diminuicdo da densidade nervosa entre as fibras (Lourenssen, Wells et al., 2005).

Alguns pacientes chagasicos apresentam, anatomicamente, sigmoide e reto
dilatados e atbnicos com espessamento muscular, infiltrado inflamatério na camada
submucosa enquanto as camadas musculares estdo normais com excecdo de alguns
infiltrados focais particularmente no plexo mientérico que apresenta perda neuronal
(Todd, Porter et al., 1969).

Na camada muscular interna hipertrofiada ha aumento da eficiéncia da contracéo
estimulada por ACh, SP e ions potassio e maior sensitividade a mediadores de
relaxamento da camada muscular externa. Em tecidos hipertréficos a forca de contracdo

da camada circular € muito maior que a da longitudinal (Bertoni, Ballabeni et al., 2008).
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Pacientes chagasicos com megacdlon apresentam alteracdo da motilidade do intestino
grosso (Meneghelli, De Godoy et al., 1982) e salienta-se que pacientes chagasicos sem
megavisceras também tem diminuicdo do transito intestinal (Santos, Barcelos et al.,
2000).

Sugere-se que ap0s a obstrucdo mecénica do intestino delgado ocorre
espessamento da parede em funcéo da hipertrofia (Bertoni e Gabella, 2001), diminui¢éo
do nimero de células intersticiais de Cajal e plasticidade neuronal, com aumento do
nimero de neurdnios do plexo mientérico expressando VIP, galanina e outros
enteropeptideos (Ekblad, Sjuve et al., 1998), alteracdo do numero e da forma do
pericario neuronal, degeneracdo e regeneracdo axonal (Jew, Williams et al., 1989).
Embora seja dificil isolar essas respostas no contexto da DC crénica, acreditamos que a
plasticidade e a mudanca fenotipica neuronal, com producdo seletiva de alguns
neurotransmissores, possam também ser demonstradas no nosso modelo.

Na fase cronica, diferentemente da fase aguda, observamos espessamento da
mucosa. Tal como em ratos Wistar infectados com T. cruzi 10 m.p.i., a hiperplasia do
epitélio possivelmente decorrente da maior renovacdo das células da cripta, o que
aumenta a absorcao e secrecdo no colon e que pode ter participacdo na enteromegalia
chagasica (Fernandes, Zucoloto et al., 1991).

Nossa avaliagdo morfométrica ndo demonstrou diferencas entre 0 numero de
neurdnios (desnervacao) do plexo mientérico e area marcada por PGP 9.5 em ambos o0s
plexos ao comparar o grupo controle e infectado de fase cronica, tal como em cées
infectados com as cepas 147 e SC-1 (Machado, Camilo Junior et al., 2001). No entanto,
é importante ressaltar a grande dificuldade para amostrar, de forma representativa, o
plexo lesado em animais de grande porte na auséncia de megas visiveis que direcionem
a coleta localizada do tecido, como no caso das necropsias de pacientes chagasicos
crénicos com megavisceras.

Observamos diminuicdo significativa na densidade da inervacdo intermuscular,
tal como em pacientes com megacolon (Da Silveira, Lemos et al., 2007), demonstrando
que camundongos Swiss infectados com T. cruzi reproduzem aspectos importantes da
forma digestiva da DC cronica.

ApoOs a operacdo para produzir estenose experimental em ratos e cobaias
observou-se hipertrofia das fibras musculares, com aumento do volume da camada
muscular externa, além de diminuir a densidade de inervacdo intermuscular (Gabella
1975).
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Trabalhos apontam que na colite induzida por &cido sulfénico trinitrobenzeno
(TNBS), que causa severa inflamagdo transmural, ocorre diminuicdo da resposta da
celula muscular lisa entérica ao carbachol e serotonina durante a inflamagdo aguda, e
mesmo apos a resolucdo do processo inflamatdrio, observa-se hipertrofia e alteracdes da
contracao sao detectaveis (Wells e Blennerhassett, 2004), ressaltando que é comum
haver perda de neurbnios mientéricos devido a intensa migracdo de células
inflamatorias (Marlow e Blennerhassett, 2006) e também diminuicdo da inervacao
intermuscular (Lourenssen, Wells et al., 2005).

Em ratos Wistar tratados com cloreto de benzalconio (BAC), agente neurotoxico
que causa ablacdo seletiva de neurdnios e nervos no local da aplicagdo, houve
espessamento da camada muscular do ileo e aumento das fibras elasticas com a mesma
distribuicdo das fibras de neo-colageno. Essa fibrose possivelmente preencheu as areas
em que houve diminuicdo das finas fibras reticulares ao redor de cada célula muscular
(Borges, Caldini et al., 2008), tal como observamos nos animais infetados de fase
aguda. Nesse mesmo estudo, a desnervagdo intrinseca do trato gastrointestinal,
especificamente do plexo de Auerbach, acarretou megacdlon e megaesdfago
caracterizados por hipertrofia da musculatura e hiperplasia da mucosa (Oliveira,
Llorach-Velludo et al., 1990; Febronio, Britto-Garcia et al., 1997; Zucoloto, De Deus et
al., 1997) e da submucosa (Garcia, Oliveira et al.,, 1996). No jejuno houve
espessamento de ambas as camadas musculares, decorrente de hiperplasia
aparentemente devido a necrose ou perda total do plexo mientérico (See, Epstein et al.,
1998).

A inflamacdo do intestino causa alteracGes estruturais e funcionais no SNE e
embora essas alteraches sejam evidentes em algumas situacBes, assegura-se que
modificacdes relativamente sutis na neurofisiologia, como alteracdes das propriedades
sinapticas e excitabilidade dos neurdnios entéricos ja podem causar disfuncdes
gastrointestinais (Lomax, Fernandez et al., 2005). A inflamacdo também altera as
subpopulac@es de neurénios como, por exemplo, na colite ulcerativa, 0 remodelamento
de neurdnios do plexo mientérico de maioria colinérgicos muda para SP positivos
(Neunlist, Aubert et al., 2003), o que pode explicar os distirbios de motilidade
observados nessa doenca.

A resposta do SNE varia de acordo com o local e tipo de inflamacéo, tal como as
conseqléncias funcionais dependem da natureza do estimulo inflamat6rio. Tornou-se
claro que uma inflamacdo pode produzir mudancas em locais distantes no trato

gastrointestinal, possivelmente em decorréncia da alteracdo do conteudo de algumas
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classes funcionais dos neurdnios entéricos. Ademais, ha evidéncias do papel ativo das
celulas gliais entéricas na comunicacdo neuro-immune, particularmente durante a
inflamacéo (Lomax, Fernandez et al., 2005).

Existe um balango entre a inervacdo do plexo submucoso e 0 mientérico, visto
que apds desnervacdo extrinseca ou do plexo mientérico, a imunomarcagdo para
norepinefrina, TH e PGP 9.5 diminui e, subseqlientemente, ha restabelecimento desses
marcadores apontando que o plexo submucoso tem participa¢do na inervacdo da camada
muscular interna (Luck, Dahl et al., 1993). Além disso, o0 plexo submucoso tem papel
na proliferacdo axonal intrinseca e extrinseca (Lourenssen, Wells et al., 2005; Yamada,
Terayama et al., 2006). Ainda ndo estudamos a inervagdo extrinseca no nosso modelo.

Trabalhos apontam que existem neurénios com capacidade de células tronco no
trato gastrointestinal pds-natal (Kruger, Mosher et al., 2002) e alteracdes neuroplasticas
(Jew, Williams et al., 1989). A mesma célula nervosa apresenta multiplos componentes
neuroquimicos em combinacdo especifica criando o conceito de transmissao
pluriquimica (Costa e Brookes, 2008). Em nosso material ndo observamos reducéo do
namero de células da glia ou de neurdnios na fase crénica, o que seria de se esperar se
houvesse parasitismo intenso dos elementos do SNE, o que também ndo ocorreu, a
despeito da inflamacéo das camadas musculares e submucosa.

Apesar da existéncia aessas alteracfes na arquitetura intestinal, nota-se que o
SNE é relativamente preservado, devido a capacidade neuroplastica que é observada
tanto em estado fisioldgico, no desenvolvimento ou na senescéncia, quanto em situacoes
patologicas, mesmo em locais distantes do focos inflamatorios. (Sharkey e Kroese,
2001). A maioria das caracteristicas da plasticidade neuronal entérica acarreta em
rearranjo dos nervos, perda de células do ganglio, alteracfes na sintese e liberacdo de
neurotransmissores, bem como maior ou menor regulacdo da sintese de receptores
(Vasina, Barbara et al., 2006).

Desta forma, o presente trabalho apresentou a caracterizacdo geral do modelo
murino da DC e aponta para uma série de provaveis fatores e co-fatores atuantes na

patogénese do megacdlon que devem ser explorados em desdobramentos futuros.
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7 — CONCLUSOES

Os animais infectados, na fase aguda, apresentaram parasitemia patente, alta taxa
de mortalidade e alteracBes histopatoldgicas inflamatdrias na camada submucosa e

muscular correlacionados ou ndo com a presenca do parasito;

O modelo induziu espessamento das camadas musculares do célon em funcdo da
inflamacdo aguda, caracterizada pela migracdo de células e edema entre as fibras
musculares. Também foi observado aumento da area das fibras reticulares,
possivelmente decorrente da necrose das fibras musculares que também é acompanhado

por diminuigdo da inervagdo intermuscular, na fase aguda;

Os animais infectados, na fase crbnica, apresentaram parasitismo escasso,
infiltrado inflamatdrio focal, vasculite cronica difusa e aumento da populacdo de
mastocitos na camada muscular, associado a hipertrofia das fibras musculares, areas de
fibrose, alteragdes focais dos neurdnios mientéricos e submucosos e diminuigéo intensa

da inervacdo intermuscular;
O modelo murino de infeccdo cronica da DC reproduziu varias caracteristicas

histopatoldgicas do megacdlon humano e temos perspectivas de estudar os aspectos da

plasticidade neural neste modelo.
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