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Introducédo/objetivo: Estudos clinicos sugerem que, no megaeséfago ttiop&@MEl),
prevaleceria lesdo da inervacado inibitoria, enquard megaesodfago chagasico (MEC),
haveria comprometimento tanto da inervacao initasitquanto excitatoria. O objetivo deste
estudo foi analisar comparativamente a denervag@amural, quanto ao niumero total de
neurdnios e a proporcdo de neurdnios excitatériogbaorios, na cardia (Cd) e nos tercos
esofagicos, entre os grupos MEC, MEI e chagésiooreegaesbéfago (CSME), em relacao
ao controle ndo chagasico (NC).

Casuistica e MetodologiaNa primeira etapa, paraavaliacdo geral da denervacgofoi
feita contagem dos neurénios no plexo mientéricBesbéfagossendob2 de necrdpsias e
25 esofagectomias (NC = 19; MEI = 18; MEC = 22 eMIES= 28 casos), em 5 cortes
escalonados corados por HE em um anel do tercoanfg@l), médio TM) e do superior
(TS), e em 5 cortes longitudinais de cada ladd€CdaNa segunda etapa, foram analisados
28 casos(NC = 6; MEI = 7; MEC = 7 e CSME = 8) para avafiacda propor¢cao de
neurdniognibitorios (NOS+)versus excitatérios (SP+), através de imuno-histoquimica.
ResultadosN&ao houve diferenca estatisticamente significentee a denervacédo no MEC x
MEI em nenhuma regido, observando-se frequentegigaose. Estes grupos mostraram
denervacao significante em relagdo ao NC em todaegdes. O grupo MEC mostrou
denervacao significante em relacdo ao CSME em taslasgifes; porém, o MEI diferiu do
CSME apenas na Cd e TI. Alguns casos de MEI aipdesantavam frequentes neurénios,
predominantemente no TM e TS. No grupo CSME a degéo foi muito variavel, sendo
significante em relagédo ao NC no Tl, TM e TS, mas na Cd. Esses dados sugerem que a
denervagcdo na Cd pode ser mais importante paranckstEar megaesofago, assim como
disfagia, que estava presente em dois casos de G®MEdenervacdo maior que 95%
apenas na Cd. Um caso de MEC discreto e recent®tartinha denervacao intensa apenas
na Cd. Nao foi evidenciada denervacao seletiva edac&o a neurdonios NOS ou SP em
nenhum grupo; porém, em um caso de MEI com den&oviagnos intensa e em um CSME
com disfagia, houve maior perda de neurénios NGSSR1

Discussao/ConclusdoNos megas a destruicdo neuronal foi total (agangéie), ou quase
total, dos dois tipos de neurbnios. A denervactanga na parte distal parece ser o principal
fator para a patogénese do megaesbéfago; entretapssivel que o desequilibrio entre a
propor¢cdo de neurdnios inibitoriog&rsus excitatorios possa contribuir para a disfuncéo
motora em alguns casos, sobretudo na céardia, caneagter ocorrido em um caso de MEI

com denervacdo menos intensa que a usual e em Wi C&n disfagia.



Palavras-chave: Megaes6fago chagasico. Acalasia idiopatica. Pla@ntérico. Imuno-

histoquimica neurdnio inibitorio - neurénio exoitab. Sistema nervoso entérico.






Comparative analysis of denervation on the entegigous system in the chagasic versus
idiopathic megaesophagus in cardia and thirds esggai, in relation to the total number of
neurons and the proportion of neurons SP+ (excitatand NOS+ (inhibitory).

Introduction/objective Clinical studies suggest that inhibitory innergat injury would
prevail in the idiopathic megaesophagus (IME), wlml the chagasic megaesophagus (CME)
there would be impairment of both inhibitory andcitory innervation. The aim of this
study was to analyze intramural denervation intie@hato the total number of neurons and to
the proportion of excitatory and inhibitory neurpmsthe cardia (Cd) and in the esophageal
thirds, between CME, IME and chagasic with no megpbagus (CNME) groups, in relation
to the non-chagasic control (NC).
Material and methods In the first step, for thgeneral assessment of denervatigrihe
neurons were counted in the myenteric plexu8bfesophagus62 of necropsies and 25
esophagectomies (NC = 19; IME = 18; CME = 22 e CNME8 cases) in 5 HE-staggered
cuts in a ring of the lower third.T ), medium third MT) and upper third{T), and in 5
longitudinal cuts on each side of t@d. In the second ste@8 casegNC = 6, IME = 7, CME
= 7 and CNME = 8) were analyzed by immunohistocisémpito assess the proportion of
inhibitory neurons (NOS +) vers@xcitatory (SP +).
Results There was no statistically significant differermetween the denervation in the CME
x IME in any region, with frequent aganglionosishefe groups showed significant
denervation in relation to NC in all regions. Th®E group showed significant denervation
in relation to CNME in all regions; however, IMEfféred from CNME only in Cd and LT.
Some cases of IME still had frequent neurons, predantly in MT and UT. In the CNME
group the denervation was very variable, beingiBggmt in relation to the NC in the LT, MT
and UT, but not in the Cd. These data suggestdira¢rvation in Cd may be more important
for triggering megaesophagus, as well as dysph#taawas present in two cases of CNME
with denervation greater than 95% only in Cd. Aecas discrete and recent CME also had
intense denervation only in Cd. There was no ewddef selective denervation in relation to
NOS or SP neurons in any group; however, in a oBBdE with less intense denervation and
in a CNME with dysphagia, there was a greater &d$¢0OS neurons than SP ones.
Discussion/Conclusion In megas the neuronal destruction was total (@igarose), or
almost total, of the two types of neurons. Therisgedenervation in the distal part seems to
be the main factor for the pathogenesis of the e®m@hagus; however, it is possible that the

imbalance between inhibitory and excitatory neunmas contribute to motor dysfunction in
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some cases, especially in the cardia, as seemmsveodtcurred in a case of IME witi,
less intense denervation than usual and in a CNMiEdysphagia.
Key words: Chagasic megaesophagus. Idiopathic achalasia. tstyen plexus.

Immunohistochemistry inhibitory neuron - excitatorguron. Enteric nervous system.






Cd - cardia

CSME - chagasico (s) sem megaesb6fago

EEI - esfincter esofagico inferior

EES - esfincter esofagico superior

HE - hematoxilina e eosina

MEC - megaesb6fago chagasico

MEI - megaes6fago idiopatico ou acalasia idiopatica
NANC - ndo adrenérgico, ndo colinérgico

NC - ndo chagasico, controle ndo chagasico

NO - 6xido nitrico

NOS - oxido nitrico sintase

PCR - reacéo da polimerase em cadeia

SNE - sistema nervoso entérico

SP - substéncia P

T. cruz - Trypanosoma cruzi

TGI - trato gastrointestinal

Tl - terco inferior

TM - terco médio

TS - terco superior

UFTM - Universidade Federal do Triangulo Mineiro

VIP - peptideo intestinal vasoativo






INTRODUCAO 20
1. O esofago normal — anatomia, inervagao e figialo 22
2. Esofagopatia por denervacdo/megaesotfago 29
2.1. Acalasia idiopatica - megaeso6fago idiopatico 31
2.2. Esofagopatia chagasica - megaes6fago chagasico 42
2.3. A Importancia de estudos comparativos entrgase 47
2.4. Lacunas no conhecimento do MEC e MEI
HIPOTESE 50
OBJETIVOS 52
MATERIAL E METODOS 54
1. Material 55
2. Metodologia 55
2.1. Andlise geral da denervacdo — contagem nelueomaortes corados por
HE 56
2.2.Avaliagao através de imuno-histoquimica da proppdgE neurdnios NOS
positivos (inibitérios)ersus SP positivos (excitatorios) 56
2.3. Andlise estatistica 58
RESULTADOS 59
1. Dados Gerais 60
2. Anadlise geral da denervacao — contagem neuesnaortes corados por HE
3. Avaliacdo através de imuno-histoquimica da prgfom de neurdnios NOS
positivos (inibitérios)ersus SP positivos (excitatorios) 77
DISCUSSAO 81
1. Dados Gerais 82
2. Analise geral da denervacao — contagem neuronabet@s corados por HE 84
3. Avaliacdo através de imuno-histoquimica da proporgé neurénios NOS
positivos (inibitérios)ersus SP positivos (excitatorios) 86
4. Consideracdes gerais sobre a etiopatogénese doXVWE! e sobre a génese
da denervacao nos megas 87
CONCLUSOES 92
REFERENCIAS 95
ANEXOS A
1. Parecer consubstanciado (CEP) protocolo 212®#i# B

2. Parecer consubstanciado (CEP) protocolo 2.08@2&017

48

63

19






21

Megaes6fago é uma dilatacdo esofagica permanemen@p decorre de obstrucéo
mecanica, cujo substrato anatomo-funcional € umsdoledo sistema nervoso auténomo
intramural (KOBERLE, 1956; REZENDE, 1979, 1993; TR, 1987; ADAD et al., 1991).
Ocorre uma desordem motora no esb6fago, havenda fath relaxamento do esfincter
esofagico inferior (EEI) em reposta a degluticAd$SELLA et al., 1964; GOLDBLUM et
al., 1994).

O megaesobfago chagasico (MEC) € uma doenca fregjnantegido central do Brasil,
representando uma manifestacdo da forma digestiveage cronica da doenca de Chagas
(DIAS & COURA, 1997). Também tem prevaléncia sigmifiva em outras regides
brasileiras, assim como em paises vizinhos comeriigg, Chile e Uruguai (ANDRADE,
2000). Devido a intensificagdo de movimentos papatais nas Ultimas décadas, a doenca
de Chagas tornou-se um desafio mundial; nos Estddmbos, estima-se que atualmente de
300.000a pouco mais 1 milhdo de pessoas est@dectadas peldrypanosoma cruzi e que
aproximadamente 72 mil pessoas infectadas por Uzi @stejam vivendo na Europa.
(COURA & VINAS, 2010, ECDC, 2014; DIAS et al., 2016

O megaesbfago idiopatico (MEI) ou acalasia idiaatapesar de ser relativamente
raro, € a principal forma de megaes6fago na Eusopanérica do Norte (SWAIN & ST
PETER, 2003). Embora tenha sido descrito pela prénvez em 1672 por Willis, até hoje sua
etiologia néo foi esclarecida (BIRGISSG#lal, 1997; DANTAS, 2003; KRAICHELY &
FARRUGIA, 2006), tendo como hipdtese mais provavelccdo viral (HIRANO, 1999).

Os sinais e sintomas do MEC e do MEI séo indisivegs: disfagia, regurgitacao,
pirose e emagrecimento, e ambos aumentam o riscarser de eséfago (DIAS & COURA,
1997; SWAIN & ST PETER, 2003).

Ha alguns anos temos observado reducdo do numeasds de MEC na UFTM e um
aumento, pelo menos relativo, do nimero de caswssavologia e dados epidemiologicos
negativos para a doenca de Chagas (cerca de 5 dd9#asos de megaesodfago), que podem
representar casos de MEI, o que nos levou a estodaparativamente essas duas doencas.
Por outro lado, considerando que o megaesé6fagesepia um estagio final desta morbidade,
acreditamos ser interessante avaliar casos desibag&em megaesbéfago (CSME), como um

possivel grupo intermediario, que poderia contrilpaira o conhecimento da patogénese dos
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megas. Para entender melhor esses disturbios,anesep importante rever a anatomia e a
fisiologia do es6fago normal e a patologia do MEdbeVIEI.

1. O Es6fago Normal — Anatomia, Inervacgao e Fisiologia

O esbfago € um tubo muscular oco, que conduz oeatonda orofaringe até o
estbmago, sendo anatomicamente dividido em tr&ggacervical, toracica e abdominal.
Comeca em forma de fenda na abertura do esfinstdégico superior (EES), entre 15 e
18cm da arcada dentéaria superior, no nivel dalagetn cricoide e quinta ou sexta vértebra
cervical. O corpo do esbdfago atravessa o mediastinodiafragma, atras da traqueia e do
brénquio principal esquerdo, e gira para a esqu@aksando atras do coracao e na frente da
aorta. Termina na juncdo esofagogastrica, quelesafizada 2 a 3 cm abaixo do musculo
diafragmatico, na altura da 112 vértebra tord@azerca de 40 cm da arcada dentéria superior
(TENORIO et al., 2011; FERRARI Jr et al., 2009).

Segundo Gartner et al. (1997), o diametro intem@sbfago tem, aproximadamente,
25mm, porém sofre influéncia direta de estrutu@stiguas, como aorta, bréonquio fonte e
atrio esquerdos, através da compressdo. O lumemrsdtago é revestido por epitélio
pavimentoso estratificado ndo-ceratinizado comndp de espessura, de coloragdo branco-
acinzentada ou cinza-rosada, liso e brilhante.@s« submucosos séo vistos como delicadas
linhas irregulares de coloracdo avermelhada comentatdo longitudinal, sendo mais
evidentes no terco distal do 6rgdo. A margem didalEEI, em individuos normais, €
demarcada pela juncdo escamocolunar, também deadenimha denteada, orla serrada ou
linha Z (zeta). A porcao abdominal do es6fago cisevéevemente para esquerda.

Com relacao a distribuicdo de musculo liso e ekiri@a tunica muscular do eséfago,
que é bastante variavel de um individuo para oWteyer et al. (1986) verificaram, ao
estudar 11 casos de autdépsigae somente o centimetro mais proximal era composto
exclusivamente por musculo estriado. O comprimemédio do es6fago foi de 23cm e, em
geral, nos 14cm mais distais havia apenas musisolodescreveram, ainda, que a regido com
proporcao igual dos dois tipos de musculo ocomianeédia a 18cm da extremidade distal.
Esses dados sédo importantes, tendo em vista geterexdiferencas entre a inervagao da
musculatura lisa e da estriada.

O EES é do tipo muscular estriado, sendo comp@siacipalmente, pelo musculo
cricofaringeo, embora fibras adjacentes do musouhstritor inferior da faringe e da camada

muscular circular do eséfago proximal também paeim da sua composicdo. A insercdo
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muscular bilateral do muasculo cricofaringeo a bdrdero-lateral da cartilagem cricoide faz
com gue este esfincter acompanhe os moviment@sidgd (LANG & SHAKER, 1997).

Por outro lado, a existéncia de um verdadeiro Htalt@amico, tem sido motivo de
especulacdo ao longo dos anos, muito embora hajeonsenso geral sobre a existéncia de
uma barreira de pressao na jungcdo esofagogastigans autores referem um espessamento
da camada circular do es6fago da porcdo mais dKRHRILAS, 1997), que, segundo
Liebermann-Meffert et al. (1979), seria demarcadoym anel incompleto de espessamento
muscular assimétrico, abaixo do diafragma e acimandjulo de His, angulado obliqguamente
para cima, da pequena para a grande curvaturagdesto-se por cerca de 3,1cm.

A regulagéo neural das fungbes gastrointestinaés &sargo de um controle nervoso
extrinseco, exercido pelo sistema nervoso autbnsimpatico e parassimpatico, e por um
controle nervoso intrinseco, representado pelcersst nervoso entérico (SNE), que é
constituido pelos plexos mientérico e submucos@arade do trato gastrointestinal (TGI)
(FURNESS & COSTA, 1980; GUYTON & HALL, 2007). Oseavos motores, secretores e
absortivos do TGI devem ser integrados para pergue os nutrientes contidos no alimento
ingerido possam ser digeridos, com reducédo partdcplas mais simples e, assim, serem
absorvidos (SWENSON & REECE, 1996).

A inervacdo extrinseca do es6fagé formada predominantemente pelo nervo vago
(X par craniano). Fibras que se originam no nuakeotor dorsal do vago inervam,
indiretamente, a musculatura lisa do corpo do gedfado EEI, mediante sinapse com o
plexo mientérico, antes de atingir a juncdo neusmular. Na parte estriada do eséfago e do
EES ocorre inervacdo direta das placas neuraiséstrde fibras do nervo vago que se
originam no nacleo ambiguo (DIAMANT, 1989).

A inervacdo intrinseca do eso6fago € constituida principalmente pelo plexo
mientérico (Auerbach), pois o plexo submucoso @sssr no esdfago. O plexo mientérico,
localizado entre as camadas musculares circulangituidinal, € mais denso e desenvolvido
na porcdo muscular lisa do esbdfago. Destacam-s#e m@exo, dois tipos de neurdnios
efetores: os associados a excitacdo colinérginty fera a camada muscular circular quanto
para a longitudinal, e os neurdnios associadosibécéim nao-adrenérgica nao-colinérgica
(NANC), primariamente para a muscular circular (C5fRENSEN &ROBISON, 1982).

O centro da degluticdq localizado no tronco cerebral, controla o funeimento
motor do esbfago e da orofaringe. E constituidotyésr componenteso sistema aferente, o
de coordenacdao e o eferentesi€iema aferenteque recebe informacéo sensorial da periferia

trazida pelos nervos cranianos V, VI, IX e X, t@omo funcdo iniciar a degluticdo e a
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sequéncia de eventos associados a ela, altermdadé motora vigente e atuar em reflexos
gerados no corpo do esdfago e nos esfincteresietdmonados a degluticdo. shstema de
coordenacaoé responsavel pela iniciacdo da degluticdo e qeganizacdo da sequéncia de
eventos a ela associada, assim como pela integcagdmutros centros medulares, como o
centro da respiragcdo. Sistema eferenteleva a resposta motora do centro da degluticdo a
orofaringe e ao esb6fago, através dos nervos cmasigh VI, IX, X e XI (CAMACHO-
LOBATO & CASTELL, 2001).

Com relacéo a fisiologia do es6fago, Camacho-Lo&aBastell (2001), em excelente
estudo de revisdo, referem que a fungcdo motoradfago, de modo simplificado e didatico,
pode ser dividida em duas situagdes: de repouscaate a degluticao.

Durante asituacdo de repousoé necessario que o EES e EEI mantenham um
fechamento tdnico para evitar a intruséo de arefloxo gastroesofagico, pois na inspiracéao
existe uma pressdo negativa em relagcdo ao estomagofaringe, em decorréncia da
localizacéo toracica do eséfago (CAMACHO-LOBATO &STELL, 2001).

O EES apresenta pressao de repouso em torno dent®ly no sentido antero-
posterior e 50 mmHg no sentido latero-lateral, senthntida por continua estimulacao
nervosa (GERHARDT & CASTELL,1983).

O tdnus basal do EEI € de aproximadamente 10 amblgnem relagdo a pressao
intragastrica. Embora exista controvérsia, ha exi@d de que o tbnus basal deste esfincter
seja mantido por propriedades intrinsecas ineredeasusculo circular liso desta regido, ou
seja, predominantemente pelo tdnus miogénico (GOXAIRATTAN, 1976). Todavia,
também existe participacdo de ténus colinérgicmapode ser evidenciado por reducdo da
presséo do EEI durante a administracéo de atr¢p@®DS et al., 1981) e injecao de toxina
botulinica (PASRICHA et al., 1996). Acredita-seuainente, que 0 sistema nervoso
autbnomo simpatico ndo exerca atividade importaolee o EEIAparentemente, tanto a
inervagdo excitatdria quanto a inibitoria extrinse@ do EEI estariam associadas ao nervo
vago (GOYAL & CHAUDHURY, 2008). Segundo Diamant (198%9) presséo de repouso do
EEI € bastante dinamica e com frequéncia se aterairtude da sensibilidade do musculo
liso local a fatores como hormonios, alimentos, négge neurais e outroEmbora o
relaxamento dependa principalmente da liberacaaxat nitrico (NO), também reduzem a
pressdo do EEI, a nicotina, agonistas B-adren&gopamina, colecistoquinina, secretina,
peptideo intestinal vasoativo (VIP), adenosina,staglandina E, e inibidores da 5-

fosfodiesterase. Por outro lado, receptores agmistuscarinicos M2 e M3, agonistas alfa-
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adrenérgicos, gastrina, substancia P (SP) e ptasthiga F2 alfa, causam aumento da pressao
do EEI (GOYAL & CHAUDHURY, 2008).

O corpo do esdfago ndo apresenta atividade mownattha durante a situacdo de
repouso. Entretanto, atividade pode ser desencadqeaddistensdo do limen do 6rgao, néo
relacionada a degluticdo (peristalse secundari@moc por exemplo, no refluxo
gastroesofagico (DIAMANT, 1989).

Durante asituacao de degluticdoa atividade motora classica do esdfago € iniciada,
compreende trés fases distintas e coordenadasfasfafjea e esofagica. A fase oral é a Unica
voluntaria durante a degluticdo, na qual sao inambes os aferentes sensoriais. A fase
faringea é involuntaria, dura menos de 1 segunépere da integridade dos nervos
cranianos V, VII, IX e X, sendo acionada pelos regtdbs aferentes provenientes da
orofaringe para o centro da degluticdo, que acionarelaxamento do EES, dentre outros
eventos. A fase esofagica completa o transportalidento até o estbmago e depende da
capacidade do corpo do es6fago em gerar ondagafteras com amplitude superior a
30mmHg (KAHRILAS et al., 1988) e do relaxamento gbeto do EEI (DIAMANT, 1997).

Camacho-Lobato & Castell (2001) comentam, tambémsea revisdo da fisiologia,
que trés padrbes de motilidade podem ocorrer npocdo esbdfago: peristalse primaria,
peristalse secundéria e contracdes terciarigseristalse primaria é iniciada pelo centro de
degluticdo durante o ato de degluticdo voluntgsrapelindo o bolo alimentar por toda a
extensdo do esbfago, e dura entre 8 e 10 seguAdosristalse secundariaé a contracao
progressiva gerada no corpo do esodfago, em respaksdensdo do limen, ndo-relacionada a
degluticdo, iniciando no sitio do estimulo e prdgrdo distalmente para eliminar material
refluido ou ingerido que ndo tenha sido eliminadda pperistalse primaria. Peristaltismo
primario requer integridade da inervacdo vagalisfetismo secundario pode ocorrer sem o
vago intacto, porém requer integridade do SN&ntracdes terciariassédo contracdes nao-
peristalticas, cuja funcdo fisiolégica € descondteece que podem ser observadas durante
estudos radiolégicos do esofago.

A peristalse normal geralmente é determinada petoeato progressivo do periodo de
laténcia entre a degluticdo e a contracdo no seabdral. No musculo estriado, a progressao
da onda peristaltica € coordenada pelo centro dautitsfio através da excitagdo sequencial
das fibras vagais. No musculo liso, esse mecaniéniem mais complexo; uma onda
inibitéria iniciada pela degluticdo, provavelmentesultante de estimulacdo NANC,
precederia a contracéo peristaltica (SIFRIM, JANSSE VANTRAPPEN, 1992; CHAN &
DIAMANT, 1976).
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Estudos experimentais sugerem que a contracao rdadeamuscular longitudinal
determinaria apenas o encurtamento do est6fagoaetoja contracdo da muscular circular
desencadearia a onda peristéltica. A contracdcanda longitudinal € mais prolongada e
precede a contracdo da circular, sugerindo quensepa fornece a base estrutural para a
contragao da segunda (CAMACHO-LOBATO & CASTELL, 200

O relaxamento do EEI é de origem neural e podeegpduzido por estimulacdo
vagal ou por tetradotoxina (GOYAL & RATTAN, 1976J)a foi demonstrado que o
neurotransmissor envolvido ndo € nem colinérgicm e&lrenérgico, visto que o bloqueio
farmacoldgico dos receptores para esses neurotisswes ndo influencia o relaxamento do
EEI. Estudos indicam que esse neurotransmissor Na&ta o NO (SANDERS & WARD,
1992).

Com relacdo aos neurotransmissores, Goyal & Chayd{008), em artigo de
revisdo, destacam que fibras pré-ganglidnicas amerw EEI (que tem natureza tdnica
miogénica) via neurbnios mientéricos pés-ganglidsicAs fibras vagais pré-ganglibnicas
para os neurbnios mientéricos excitatorios e bilms sdo colinérgicas. Elas exercem seus
efeitos sobre o0s neurdnios inibitorios através deeptores tanto nicotinicos quanto
muscarinicos. Os neurdnios excitatorios pés-ganighi® podem excitar o EEI através de
liberagdo de acetilcolina e SP, e o neurotransmiggbitorio € o NO. Com relagcdo ao
musculo liso do corpo do esbéfago (que tem natufézeca), fibras de neurbnios pré-
ganglionicos do nucleo dorsal do vago enviam edtisniaos neurdnios inibitorios
intramurais, que liberam NO, e aos excitatoriog, ltheram acetilcolina.

Neurotransmissoressdo moléculas sinalizadoras liberadas ao nivelngambranas
pré-sinapticas e que ativam receptores nas mentmh@isasinapticas. Existem cerca de 100
neurotransmissores conhecidos, representados @& d@rupos: pequenas moléculas
transmissoras, neuropeptidios e gases (MATSUDA, OBM: FEITOSA Jr., 2008). Podem
participar do controle da motilidade gastrointestipor agir diretamente sobre o muasculo liso
do TGI, causando contragdo ou relaxamento, ouretainente, modulando a liberagéo do
mediador inibitério ou excitatorio (FURNESS & COSTEO87). A inibicdo da musculatura
lisa do TGl pode ser encontrada em varios reflexosno relaxamento descendente do
esbfago, relaxamento do EEI durante a degluticBlmxamento receptivo no fundo do
estbmago, relaxamento do piloro e duodeno, relamwmdurante o reflexo peristaltico,
relaxamento da valvula ileocecal e relaxamento sfineer anal interno (FURNESS &
COSTA, 1987).
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No sistema nervoso entérico (SNE) de mamiferosojani identificados varios
mediadores e/ou candidatos a mediador inibitoricNAOs que sao liberados por ativacédo
dos neurdnios do sistema nervoso entérico e quenpazhusar, simultaneamente, resposta
elétrica de hiperpolarizacdo, potencial de jungdbitdrio, resposta mecanica de inibicdo e
relaxamento da musculatura lisa do trato gastrstintd sdo: NO, ATP, VIP, peptideo
ativador de adenilato ciclase pituitaria, monoxide carbono, sulfeto de hidrogénio e
substancias que ativam o0s receptores ativados rpteages, como a tripsina e a trombina
(BURNSTOCK, 1970; GOYAL, RATTAN & SAID, 1980; BULEt al., 1990; SCHWORER
et al.,, 1992; RATTAN e CHAKDER, 1993; COCKS et afl999; LOWICKA &
BELTOWSKI, 2007).

O VIP € um neuropeptideo que pode atuar como potertteani diretamente na
musculatura do EEI em gambas e outras espécies. sl@gonlocalizado nos neurdnios
intramurais do plexo mientérico, pode ser liberagos estimulacéo elétrica do nervo vago
(GOYAL & CHAUDHURY, 2008), modulando o relaxamemad@o apenas do esfincter, mas
também da parede do esbfago distal, e apresentaprigdade anti-inflamatéria
(SREEDHARAN et al., 1995; POZO & DELGADO, 2004; G@ALEZ-REY et al., 2006;
PARKMAN, PAGANO & RYAN, 1997).

O NO € um gas com o menor peso molecular de qualqodufr de secrecéo celular
de mamiferos, sua meia vida é curta e a espeditleide suas reacées € minima (NATHAN,
1992). E citotoxico e vasodilatador, e modula reaciflamatorias ou anti-inflamatérias,
dependendo do tipo celular e do estimulo (ADAM®)G)9A atividade do NO foi relatada
em endotélio, cerebelo, nervos ndo adrenérgicoscabi®érgicos, macréfagos, neutrofilos,
rins, células epiteliais pulmonares, mucosa gdssimal e miocardio (KIECHELE &
MALINSKY, 1993; BARRACHINA, PANES & ESPLUGUES, 2005SHAPIRA, KADAR
& WEISSMAN, 1994).

O NO é considerado um mediador inibitério dos nel@® entéricos, conhecidos
como neurdnios nitrérgicos (BULT et al., 1990). N@l, o NO pode mediar o relaxamento
NANC da musculatura longitudinal e circular do esfiér esofagiano, estbmago, duodeno,
intestino delgado e esfincter anal interno (ADAM&le 1996).

A NOS (6xido nitrico sintase) é a enzima resporispe formacdo do NO. Trés
iIsoformas de NOS s&o descritas, sendo uma NOSidadazduas constitutivas, a endotelial e
a neuronal (KIECHELE e MALINSKY , 1993; WONG & MABDEN, 1996). Algumas
isoformas da NOS possuem um co-fator adicionaklaadulina. Na presenca de elevada

concentracdo de calcio, a calmodulina liga-se tageddOS, ativando-as. A isoforma | ou
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NOS neuronal (NNOS), é calcio-calmodulina deperejeasta presente em neurbnios do
sistema nervoso central e periférico, macula dehsarim, medula adrenal, musculo
esquelético, célula pancreaticas e outros. Regula a transmissdo miaapb sistema
nervoso central; atua na regulacdo central da Jwesanguinea, no relaxamento do musculo
liso e na vasodilatag&o via nervos periféricos (BORRMANN et al.,1994).

A SP pertence a familia das Taquicininas, assim como nasrocininas e
GRP/bombesina. Foi descrita em 1931 como um faesemte no cérebro e intestinos, que
estimulava o musculo liso e reduzia a pressaoiartéfm 1951, a SP foi detectada em
elevadas concentracdes nas raizes nervosas ddesaisedula espinhal, sugerindo estar
envolvida na percepcdo da dor (MARTINS, 1991). A 8Psecretada por células
enterocromafins presentes em todo o TGI, principatenno fundo gastrico, e por neurénios
nos plexos nervosos entéricos, atuando de modarparde neurdcrino, respectivamente
(SMITH et al., 1988). Ela estimula a musculatursa lintestinal, por meio de neurdnios
motores, inibe a secre¢do acida do estbmago eutstamsecrecdo de pepsina pelas células
principais das glandulas gastricas, por meio dedméos secretores (GANONG, 1998). Sua
acdo também implica em vasodilatacdo, estimulagdsedrecao salivar, inibicdo da secrecéo
de insulina pelo pancreas (POLAK et al.,, 1993; REID98) e estimulacdo secrecdo
intestinal, particularmente no jejuno (COUPAR &IDLIO, 2003).

Varias pesquisas sobre fisiologia, eletrofisicdogiinervacdo da muscular tém sido
feitas no esbfago; entretanto, estudos relacionadosrfologia dos neurénios intramurais
do esOfago sédo escassos. Nao é bem conhecida nsemonge propor¢cdo de neurdnios
inibitérios e excitatérios ao longo do esdfago homanormal. Encontramos apenas o
trabalho de Singaram et al. (1994) que avaliaranmddo sistematizado a proporgéo de
neurénios inibitorios e excitatorios na parte ndrrda esdfago de 8 pacientes com
carcinoma, em amostras que distavam entre 5 e Ifcrjuncdo escamocolunar. Esse
sofisticado estudo foi feito através de cortes pongelacdo (criomicrotomia), com o
objetivo de avaliar a inervacdo nitriérgica e pagica do esdfago normal, utilizando
diversas técnicas: imunofluorescéncia, imuno-hisitogca e histoquimica. Verificaram que
mais da metade dos neurbnios mientéricos do es&fago nitriergicos (continham NOS).
Neurdnios nao-nitriérgicos podem incluir neurdnipsptidérgicos e colinérgicos. Os
neurbnios nitriérgicos foram mais frequentes quanesdnios peptidérgicos: cinco vezes
mais abundantes que os VIP neurbnios e seis veaissgue 0s neurdnios CGRP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina). Do total dedmeos, cerca d&5% foram positivos
para NOS, 15% para VIP, 19% para Galanina, 12% para CGRB%e para SP.
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Considerando todos os neurdnios nitriérgicos (NQ&®uve marcacdo concomitante de
VIP em 14%, de Galanina em 10% e ndo houve marcagdcomitante para SP. Além
disso, verificaram que o0s neurdnios nitriérgicosebgam, frequentemente, terminacdes
contendo varios peptideos: VIP (96%), CGRP (80%)a&anina (59%); porém, raramente,
de SP (0,9%). A abundancia de terminagbes de VEGRP em neurbnios nitriérgicos
sugere um sistema regulatorio no qual VIP e CGRRefiam agir controlando a liberacéo
de NO dos neurdnios nitriérgicos. Por outro ladopimnero de fibras nitriérgicas que
inervam a muscular circular do esoéfago foi simédarniumero de fibras nervosas positivas
para VIP e CGRP. Segundo esses autores, essesstgadosm a possibilidade de uma acgéo
simultanea, de peptideos e NO como co-transmissores

Com base neste estudo, acreditamos que avaliadmest NOS+ e SP+, principais
marcadores imuno-histoquimicos dos neurbnios nmiep& inibitoérios e excitatorios do
esobfago, respectivamente, podem trazer informgué@sa patogenia do megaesofago.

Embora seja um estudo basicamente de patologidldno, o trabalho de Larsson et
al. (1995) nos chamou a atencédo em relacdo adiggaok patogenia, porque, de certa forma,
o MEC, que apresenta afilamento na parte distalbia o segmento aganglidnico da doenca
de Hirschsprung. Esses autores avaliaram o plexantérico e a tdnica muscular nos
segmentos ganglibnico e aganglidonico em 9 paciecutes esta doenca. Observaram, no
segmento ganglidnico(proximal), mais de 50% de neurbnios mientéricositivos para
NOS e frequentes fibras nervosas na muscular,iyasipara NOS e VIP. Verificaram, no
segmento aganglidnicqdistal), auséncia de neurdnios no plexo e, taml@méncia de
fibras nervosas NOS+ na muscular; entretanto, hanisisténcia das fibras nervosas VIP+.
Explicam que, provavelmente, as fibras nervosas N@8am na muscular e no plexo
mientérico do segmento aganglidnico porque seriaase] todas intrinsecas do SNE, ou
seja, teriam origem nos neurdnios intramurais; e¢atto, como as VIP+ sao,
provavelmente, de origem extrinseca, ainda sa@sviseste segmento. Embora exista
concomitancia de VIP e NOS em fibras nervosas testimo normal, que atuam de modo
sinérgico no relaxamento NANC da muscular, provaeeite, o VIP, sozinho, n&o

conseguiria efetuar o relaxamento.

2. Esofagopatia por denervagcdo/megaesotfago.

As alteracdes da inervacao do es6fago desencadetirbios motores caracterizados

por anomalias no peristaltismo do corpo do esoOfagssociadas a alteragdes no
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funcionamento do EEI. Dentre os distlrbios motessfagianos decorrentes de denervacao,
destacam-se o MEC e o MEI (REZENDE-FILHO, 2001).

Dantas (2003), em um artigo com ampla revisdo sbtE€ e MEI, destaca que o
termo acalasia refere-se a doenca motora do esOfagm termo megaeséfago, a sua
consequencia. Embora existam varias semelhangasMBC e MEI, algumas diferencas tém
sido observadas. Estudos anatomopatolégicos mostesm@rvacdo similar, sendo em geral
intensa tanto no MEC (KOBERLE, 1963a, b e 1968; ADA989; ADAD et al., 1991),
quanto no MEI (KOBERLE, 1963b; GOLDBLUM et al., 49 Ganglionite é comum a
ambas as doencas, porém é mais intensa no MECogM&Hh por outro lado, miosite é usual
e em geral intensa no MEC, sendo raramente visMEIQSILVEIRA, 2012). Os estudos de
fisiopatologia descrevem que, no MEI, ocorre maitensamente lesdo dos neurdnios
inibitérios do plexo mientérico, enquanto os newsdrexcitatorios teriam lesdo em diferentes
graus de intensidade (HIRANO, 1999), ocasionand@mg@es na apresentacdo desta doenca
(HIRANO, 2001). MEC ¢ a expressdo mais avancadardaa digestiva da doenc¢a de Chagas
no esodfago. Entretanto, a intensidade da denervégguexo mientérico determina grande
variacdo na apresentacdo da esofagopatia chag&€X2ERLE, 1963a, 1968; DANTAS,
1998, 1999; DE OLIVEIRA et al., 1995). Por outralda € possivel que também exista um
espectro de variagdo de esofagopatia idiopaticaeeogMEI represente a forma mais grave
desta afeccdo. Para Castell (1979), a acalasiespasmo difuso representariam os extremos
dos disturbios motores idiopaticos do esbéfago emed, estariam o esdfago em quebra-
nozes e os disturbios inespecificos da motilidadéégica. As alteracbes manométricas vistas
nessas condi¢cdes sugerem problemas da inervacimieap lembrando que alteracdes dos
neurdnios mientéricos podem prejudicar reflexoditdiios envolvidos no controle da
motilidade esofagica (TRONCON & DANTAS, 2001).

Os estudos de fisiopatologia e manometria sugeremrep MEI, prevaleceria a leséo
da inervacao inibitéria e, no MEC, haveria compribmento tanto da inervagao inibitoria
guanto da excitatéria. Segundo Hirano (1999), & leipdtese for verdadeira, a pressao do
EEI deveria ser alta no MEI, e normal ou baixa n&QV Varios estudos confirmam que a
presséo do EEI estd aumentada no MEI (COHEN, LIPEH& HUGHES, 1971; DANTAS
et al., 1990; FELDMAN, 1988; HOLLOWAY et al., 1986EMME et al., 2001). Todavia, no
MEC/doenca de Chagas, a pressao é variavel. Hallirbque descrevem presséo diminuida
no EEI (DANTAS et al.,1990; PADOVAN et al.,1980)tmos, pressao normal (CSENDES,
STRAUSZER & URIBE, 1975: DANTAS, DEGHAIDE & DONADI2001; HEITTMAN &
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ESPINOZA, 1969; LEMME et al., 2001) e, alguns, pées aumentada no EEI (MORAES
FILHO, KAHATSU & BATARELLO, 1986; PAULA-COSTA & REENDE, 1978).

Dantas (2003) destaca, em sua revisdo, as evidérdaa integridade ou de
comprometimento apenas parcial da inervacédo eadaabho MEI: existe hipersensibilidade
do EEI a gastrina (COHEN, LIPSHUTZ e HUGHES, 19HODLLOWAY et al., 1986),
diminuicdo da pressédo do EEI com a injecdo de ¢okotulinica no esfincter (PASRICHA et
al., 1996), manutencao das respostas ao edrofBi@d(OWAY et al., 1986) e a atropina
(HOLLOWAY et al., 1986), e predominio da inervacita-adrenérgica em detrimento da
inervacdo beta-adrenérgica (BRUCH et al., 1978)stExtambém reducdo do numero de
fiboras VIP+ (AGGESTRUP et al.,, 1983; SIGALA et all995), perda funcional dos
receptores inibitérios da dopamina-D1 e manutend@s receptores excitatérios-D2
(SIGALA et al., 1995). Na doenca de Chagas ocoimpedsensibilidade do EEI a gastrina
(PADOVAN et al., 1980), predominio da inervaca@afirenérgica em relagédo a inervagao
beta-adrenérgica (DA FONSECA, 1999), resposta glam@i atropina (DANTAS, 1988;
DANTAS et al., 1987) e a toxina botulinica (BRANT &., 2003). Nas duas doencas ja foi
demonstrada perda da inervacdo NANC inibitoria dofago (MEARIN et al., 1993;
DANTAS, 2003).

O componente mais importante para o controle dssficedo EEI € a agéo prépria da
musculatura; além da inervacdo colinérgica (HIRANDY99), do efeito de outros
neurotransmissores e, provavelmente, da acédo dehas (SIGALA et al., 1995). No MEI,
haveria hipersensibilidade do EEI a gastrina, gaeiando na inervacao colinérgica
excitatoria, sem o0 antagonismo da inervacao inibit@desencadearia resposta aumentada
(COHEN, LIPSHUTZ e HUGHES, 1971). No caso do ME@searvou-se hipossensibilidade
a gastrina (PADOVAN et al., 1980), reforcando aiddgde comprometimento da inervacao
excitatéria, embora os niveis de gastrina circelmmstejam aumentados (TRONCON et al.,
1984; TRONCON et al., 1985), o que nao ocorre nd @EOHEN, LIPSHUTZ e HUGHES,
1971). A colecistocinina, que no esb6fago normakpca diminuigcdo da presséo por agir na
inervacao inibitoria, induz grande aumento da @esso MEI, devido a acdo direta na
musculatura do EEI (DODDS et al., 1981).

2.1. Acalasia idiopética - megaeso6fago idiopatico

Embora a descricdo clinica pioneira do distarbiagamesofagiano primario tenha sido

feita em 1672 por Willis e, em 1881, Miculilzk tenktilizado o termo cardioespasmo, foi
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Hurst, em 1914, quem empregou a denominacgdo désagasugerindo que o problema néo
decorria de espasmo, mas, sim, da falta de relaxande cardia (REZENDE-FILHO, 2001).

O diagnéstico definitivo de acalasia € manomeétfRICHTER, 1995). A auséncia de
peristaltismo em resposta a degluticdo, é condigéoessaria e absoluta para que se
estabeleca o diagnéstico manométrico de acalashHR{LAS, CLOUSE & HOGAN,
1994). Esse método é ainda mais relevante quandtemxduvidas no exame radioldgico
contrastado do es6fago e, nos casos iniciais, gquadd ha dilatacdo esofagiana evidente
(RICHTER, 1995; CASTELL, GIDEON & CASTELL, 1993; REENDE-FILHO, 2001).
Isso reforca a observagdo de Dantas (2003), geenmtacalasia refere-se a doengca motora
do eséfago e, megaesdfago, a sua consequencia.

A endoscopia tem importante papel de afastar dsengalignas como causa de
acalasia. O tratamento € estritamente paliativoco@p terapéuticas clinicas e cirargicas
(dilatacdo pneumatica, miotomia cirdrgica, agefesnacologicos) visam reduzir a pressao
no EEI, facilitando o esvaziamento do es6fago (FARRI & VAEZI, 2007).

E uma doenca rara com incidéncia de aproximadanieh@®.000 e prevaléncia de
1:10.000. A incidéncia aumenta com a idade, conpigm maior na sétima década, embora
seja observado um pico menor entre 20-40 anos (KRELY & FARRUGIA, 2006).

As causas da destruicdo dos neurbnios intramursida ando sao totalmente
conhecidas, porém esta destruicdo parece restritplexo do eséfago (PRESSMAN &
BEHAR, 2017). Possivelmente existem etiologias idi&e, tais como causas auto-imunes,
infecciosas e degenerativas, além da participagdatdres genéticos. Alguns casos poderiam
ter associagdo com infecgdes por virus, como hepser (ROBERTSON, MARTIN &
ATKINSON, 1993) e sarampo (JONES et al., 1983)ofes genéticos também poderiam
explicar casos em gémeos idénticos (STEIN & KNAUERS2) e na sindrome de Allgrove
(STUCKEYet al., 1987). A presenca de anticorpogantonios sugere agressao auto-imune
(VERNE, SALLUSTIO e EAKER 1997). No entanto, Moses et al. (2003), ap0s sarain
soro de 45 pacientes com MEI e 16 com doenca tloxeefastroesofagico comparados a 22
controles normais, questionaram essa relacdo, @®iglados obtidos sugeriam que o0s
anticorpos antineurénios eram gerados em respoktada tecidual no MEI e no refluxo.
Concluiram que os anticorpos antineurénios no Mitegsentam um epifendmeno e ndo um
fator causal (MOSES et al., 2003). Outros autocesditam que o MEI, embora seja mediado
por mecanismos autoimunes, seria desencadeadegpmsta retardada a infecgdes virais em
individuos  geneticamente  susceptiveis (BOECKXSTAENS008; GHOSHAL,
DASCHAKRABORTY & SINGH, 2012; PRESSMAN & BEHAR, 20), ou seja,
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predispostos a desenvolverem uma resposta audmhatfbria crénica (FURUZAWA-
CARBALLEDA et al., 2016).

Quanto aos estudos anatomopatoldgicos, destacatsgbalho de Cassella et al.
(1964) pela multiplicidade de técnicas realizadasnais de 50 anos. Segundo esses autores,
apos a descricdo pioneira de Rake, de 1926, den@aséu degeneracdo de neurdnios
mientéricos, alguns pesquisadores descreveram mesrém numero e aspecto normal no
MEI. Esses dados conflitantes geravam uma pergwetda a denervacdo, nesta doenca,
primaria ou secundaria?

Com o intuito de responder a essa questdo, Cas$ella(1964) analisaram 34 casos
de MEI (9 necropsias e 25 fragmentos de bidpsiasaddiomiotomia) comparando-os a 59
esbfagos normais de necropsias. Nos casos de sEwpOpealizaram contagem neuronal no
plexo mientérico em cortes transversais de todos@fago a cada 2cm. Observaram
“‘contagem neuronal numerosa” nos esofagos nornms, influenciada pela idade, e
infiltrado mononuclear no plexo mientérico. Nos&as de necropsias de MEI encontraram
reducdo de aproximadamente 50% do numero de nesrdnientéricos na parte distal
(estreitada); em 7 desses 9 casos, notaram dedéeraagda mais intensa no corpo esofagico
(segmento dilatado); entretanto, nos outros 2 cadosencontraram denervacao na parte
dilatada. Descrevem que um desses pacientes ntanif@stomas de MEI apenas 1 ano antes
do obito e, o outro, embora tivesse sintomas h@nds, ndo apresentava dilatacdo esofagica e
tinha diagnostico clinico de cardiospasmo. Essésresldescrevem impressdes gerais, sem
explicitar exatamente as metodologias empregades gm contagens neuronais. Todavia,
apresentam dados interessantes com relacdo asabidscardiomiotomia, apesar deste tipo
de amostra ter um tamanho limitado em relagéo tagsctomia. Encontraram neurénios em
7 dos 19 casos de MEI nos quais haviam sido festisdos da motilidade esofagica, sendo
gue encontraram neurdnios em 50% dos pacientesnizen sintomas ha menos de 10 anos
e constataram a auséncia dessas células (agarsgljomm todos os casos com mais de 10
anos de sintomas. Verificaram que as alteracOematdidade esofdgica correlacionaram
melhor com as alteracbes dos neurbnios e com galudos sintomas do que com o grau de
dilatacdo esofagica. Neste amplo estudo, avaliaeamaa, 0 musculo esofagico e o nervo
vago por microscopia comum de luz e microscopiti@lea e descreveram que as alteragdes
lembravam degeneracdo walleriana. Estudaram tambémcleo motor dorsal do vago;
porém, esta analise foi feita somente em 2 casdsdkdee em um Unico caso controle; apesar
disso, enfatizaram a intensa reducao neuronal nlem@orsal do vago (em torno de 60%).

Estranhamente, apesar de todos os achados citasi@nalises neuronais do eséfago em que
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avaliaram maior numero de casos e encontraram matensidade de denervacao,
valorizaram mais os dados encontrados na analspalecos casos do nucleo dorsal do vago.
Concluiram sugerindo a hipétese que as lesdes-estfagicas no MEI, quer sejam do nervo
vago e/ou do seu nucleo motor dorsal, poderiano s@tio priméario de alteracdes, e que as
lesBes esofagicas poderiam ser secundarias.

Por outro lado, Smith (1970), descreve nao ter mna@do lesdo no nervo vago. Essa
autora examinou 6 casos de cardiomiotomia e 1 daswecropsia de MEI e ndo encontrou
neurbnios em nenhum caso. Embora nédo deixe clanatadologia empregada no caso de
necropsia, refere ter analisado toda a extens&sdiago e descreve denervacdo completa,
uniforme e auséncia de inflamagéao.

Misiewicz et al. (1969) realizaram um excelenteudst associando clinica,
histopatologia e resposta farmacoldgicaitro em faixas do musculo do EEI de 16 casos de
MEI submetidos a cardiomiotomia, comparados a 13roles. O estudo farmacoldgico
indicou que, nos controles, a inervacao intringcanuscular circular continha neurénios
inibitérios adrenérgicos que atuavam atraves depteces beta-adrenérgicos. A muscular
longitudinal parecia diferente, pois, além da dade relaxante beta-adrenérgica, também
possuia atividade contratil colinérgica. No MEI| gzaa haver perda da atividade relaxante
beta-adrenérgica em ambas as musculares do esfiNcte 14 casos de MEI em que foi
possivel a avaliacdo histopatolégica (HE), constataaganglionose em 9 (65%) casos,
hipoganglionose intensa em 3 (21%) casos, altesagdegenerativas nos neurdnios,
inflamacédo e fibrose no plexo mientérico. Em 2 (14%sos, o numero de neurbnios por
ganglio era aparentemente normal: um desses pesi¢inha sintomas ha apenas 1 ano,
apresentava auséncia de atividade peristaltic&npsem dilatacdo esofagica; o outro tinha
sintomas ha 9 anos e dilatacdo moderada do es@adgerem que houve melhor correlacéo
da intensidade da denervacdo com o grau de ditatagiicom o tempo de histéria da doenca.
Seus dados do estudo farmacolégico, de modo geratordavam com os de Trounce et al.
(1957) e Adams et al. (1961), porém ndo confirmawsmdados histopatologicos desses
autores. Por outro lado, seus resultados histaatols confirmavam os de Hurst & Rake
(1930) e de Cross (1952), com relacdo a denervagaacluiram que seus resultados
farmacoldgicos e histolégicos indicavam que o esdincardico estaria denervado no MEI.

Adams,Brain & Trounce(1976) descreveram denervacédo intensa na quadielade
dos casos de MEI examinados, embora sem detaldeal@acdo quantitativa. Examinaram,
também, casos de espasmo esofagico e sugerem spu@lEsacao poderia representar um

estagio inicial ou uma expressao incompleta de MEI.
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Aggestrup et al. (1983) descreveram intensa reddedioras nervosas imunorreativas
para VIP na muscular de casos de MEI e argumentamegsa reducdo poderia causar ou
contribuir para o relaxamento incompleto e aumeataressao de repouso do EEI. Entretanto,
esses autores, como varios outros, ndo avaliaraenacao excitatoria.

Posteriormente, Aggestrup et al. (1985) avaliarambém SP, além de VIP em casos
de cardiomiotomia de MEI e doenca do refluxo gastoéagico. Encontraram reducéo de VIP
nos extratos teciduais e, também, de fibras nesvoaanuscular de casos de MEI e o inverso
nos casos de refluxo. Observaram a mesma tendémtiaelacdo a SP, porém a diferenca
nao foi estatisticamente significante.

Csends et al. (1985; 1992) também encontraram viegé intensa na parte distal do
esbfago ao examinaram fragmentos de cardiomiotdmieasos de MEI e um caso de MEC.
No primeiro estudo (17 casos) ndo detalham a mktgdode avaliacdo neuronal (CSENDS
et al., 1985). No segundo, aumentaram o numerasiesade MEI (33 casos) e continuaram
com um caso de MEC; a metodologia empregada nestelce de fragmentos foi a de
contagem de neurdnios por ganglio. Referem agamggmem 91% dos 34 casos; reducdo em
6% e numero normal em 3% dos casos (CSENDS é9812).

Goldblum et al (1994) estudaram 42 casos de esdfagas de MEI
(dolicomegaeséfagos ou reaparecimento de sintomascalasia apds cardiomiotomia) e 7
esO6fagos normais obtidos de necrépsias. Seccionarasdfago longitudinalmente, em
fragmentos com 2 a 3cm de extensédo, metodologiadéfstrente da empregada nos estudos
anatomopatoldgicos de MEC (KOBERLE, 1963a, b, 12d8AD et al., 1991). Descreveram
afunilamento do MEI na transicao cardioesofagigaerrofia da camada muscular e auséncia
ou diminuicdo significativa de neurénios no plexameerico. Entretanto, ndo encontraram
relacéo estatistica entre a intensidade da deréaneQ grau de dilatacdo esofagica no exame
radioldgico. Encontraram, também, inflamacdo nox@lenientérico com predominio de
linfocitos e eosinodfilos nos casos de MEI, e irdiffo de linfécitos menos intenso e
homogéneo nos controles. Linfocitos no citoplasmeanéurdnios, que denominaram de
ganglionite, ndo foi encontrada, por isso referem g destruicdo neuronal nao parecia estar
em atividade. Nao houve relacéo entre a intensidad@flamacéo no plexo mientérico e a
presenca ou ndo de neurdnios. Descreveram focdbrdee na camada muscular em 29
casos; atribuiram essa fibrose a isquemia decerdmtmaior demanda de fluxo sanguineo
pelo musculo hipertrofiado.

Goldblum, Rice e Richter (1996) realizaram outrtués em MEI, no qual foram

utilizados fragmentos de 11 cardiomiotomias e coanpa com 8 es6fagos normais obtidos
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de necrépsias. Dois casos de MEI apresentaramwadgder completa, 6 tinham denervacéo
intensa (raros neurdnios) e, em 3 casos, as corgageironais foram normais. O resultado da
contagem neuronal foi expresso em numero de negduor campo de grande aumento,
porém nao especificaram quantos campos foram cmstaeé cada caso. Encontraram
inflamac&o no plexo mientérico em todos os 11 cded€lEl, sendo moderada ou intensa em
6 e, no grupo controle, descreveram que algunsscagesentavam discreto infiltrado de
linfocitos.

Wattchow & Costa (1996) analisaram 12 casos de $dBimetidos a cardiomiotomia,
através de imuno-histoquimica (enolase neurdniedfpa, VIP, SP, neuropeptideo Y e
encefalina) para avaliar fibras nervosas. Referem rps controles havia frequentes fibras
positivas para VIP e neuropeptideo Y, porém haiasrfibras positivas para SP e encefalina.
Nos casos de MEI, observaram reducdo intensa dasfibervosas reativas para VIP e
neuropeptideo Y, sugerindo lesdo de neurbnios tmibs motores para inervagdo da
muscular. No entanto, também observaram reduc@balgldas fibras enolase positivas,
indicando que havia lesdo de outra populacdo daasfibomo, por exemplo, dos neurénios
motores colinérgicos excitatorios. Encontraram deims no plexo em apenas 2/12 casos. Na
parte gastrica a inervacdo era normal. Concluem rqueMEIl existe lesdo de todos os
neurénios intramurais; entretanto, as fibras nexv@xtrinsecas parecem intactas.

Lui et al. (1997) analisaram a distribuicdo de N@Ssistema nervoso entérico de 13
criancas com MEI. Verificaram a quase inexistédedibras NOS positivas na muscular e no
plexo mientérico no es6fago e na cardia e quargidadmal no piloro. Porém, ndo estudaram
inervagao excitatoria.

De Giorgio et al. (1999) avaliaram qualitativa eanqutativamente neurdnios
nitriérgicos nos componentes esofagico e gastrc&l em 6 casos de MEI submetidos a
cardiomiopatia, comparados a 8 controles com cate@stfago. Analisaram, em cada caso,
seis faixas da muscular contendo plexo mientécada uma com extensdo de 2cm, retiradas
nos bordos de miotomia na pequena curvatura, sguna® no esodfago distal e outras duas da
parte adjacente do estbmago, representando a @giga&l, além de outras duas amostras do
fundo gastrico. Utilizaram criomicrotomia e histogica para NADPH-diaforase.
Descreveram, na avaliacdo qualitativa de neur@maddE, diminuicdo ou auséncia no MEI e
auséncia de inflamacéo. Observaram, também, redig;&ibras nervosas no MEI. Na anélise
quantitativa de neurdnios nitriérgicos (contagenwroeal) constataram auséncia de neurdnios

(aganglionose), ou denervacao intensa, em medi&9%e no lado esofagico do EEI (0,2
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neurdnios/corte histoldgico no grupo Mrsus 15 neurénios no grupo controle) e, de 83%,
no lado géstrico. No fundo géstrico a denervacadiarféi de 70%.

Raymond, Lach e Shamiji (1999) realizaram estudtoar@patoldgico de 16 biopsias
e uma esofagectomia de MEI, com o objetivo de estadctiopatogénese do MEI. Utilizaram
cortes imunocorados para neurofilamentos NF70 eONF2roteina S100 e enolase neurbnio
especifica, CD20, CD43, CD68 e CD45RO0. Infiltradfiamatorio de intensidade variavel
estava presente ao longo dos fasciculos nervososterno de neurénios em 90% dos casos,
predominando linfocitos T. Referem que, nos fragwendas biopsias de MEI, né&o
detectaram perda convincente de neurbnios, poréncaso de esofagectomia, constataram
auséncia total de neurdnios e significante perdigbdes nervosas. O grupo controle mostrou
plexos normais, sem nenhuma inflamacdo. Conclufyaena degeneracdo e a significante
perda de fibras nervosas associadas ao infiltraftkomatorio com predominio de linfocitos T
em torno do plexo mientérico apoiavam o conceitinflamacao, provavelmente autoimune,
na etiologia da leséo do sistema nervoso autbnanidil.

Khelif et al. (2003) também avaliaram fragmentosidas por cardiomiotomia de 10
criancas com MEI, portadoras de sindrome de Allgr@bservaram auséncia ou diminuicao
de NOS em todos o0s casos, mas também nao utilizanancadores para neurdnios
excitatorios.

Dados discordantes em relacdo a interpretacdo werdgdo foram aventados por
Gockel et al. (2006). Esses autores analisaranexmphientérico de 17 casos de MEI, sendo
8 casos de esofagectomia e 9 de cardiomiotomihzasim coloracédo por HE, Elastica Van
Gieson e PAS; imuno-histoquimica para linfécitog B, neurofilamentos, SP, PGP 9.5, S-
100, miosina, desmina e actina de musculo liscefiRef denervacéo significante em 76% dos
17 casos, intensa fibrose no muasculo liso em 5%topatia das células masculares lisas em
29%. Observaram inflamacdo na mucosa e muscuEan & casos, acentuada permeacao de
eosindéfilos na muscular prépria. Reacdes inflaneddntensas predominaram nos pacientes
com longa historia de acalasia (>10 anos), assimocdibrose endomisial intensa.
Concluiram que a histopatologia desses casos aupeti a reducao das células ganglionares
intramurais poderia ser secundaria a inflamacaonperanismos autoimunes ou pProcessos
degenerativos crénicos da inervagdo central odépea e, estranhamente, levantaram ainda
a hipbtese de que a lesédo primaria poderia tambéomsa miopatia.

Gockel et al. (2008) avaliaram também a reducaoétldas intersticiais de Cajal e a
imununorreatividade para NOS em pacientes com Hibora tenham avaliado 42 casos de

cardiomiotomia e 11 de esofagectomia por MEI, aetacdo entre NOS e Células de Cajal
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foi feita em 40 casos apenas do grupo de cardiomiat comparados a 6 controles. A
avaliacao foi semi-quantitativa com proposta deassgiio em 4 graus (I — aspecto normal ou
reducdo minima; Il — reducéo evidente com distgaiirregular das estruturas; Il — reducéo
intensa com raras estruturas positivas; IV — semaa@). No entanto, para a analise estatistica,
sem explicar a razao, juntaram | + Il e Ill + I\& chodo que usaram, na realidade, apenas
dois graus, aumentando a imprecisao. Referem redaggnsa ou total de NOS em 72,5%
dos casos e de Células de Cajal em 59,5%; relat@rh@uve correlacdo entre essas variaveis
e que a reducdo de ambas poderia explicar a faltaldxamento do EEI. Afirmaram, ainda,
que houve correlacdo entre a reducao dessas célaldaracdo dos sintomas.

Kilic et al. (2007) avaliaram semi-quantitativameritoras nervosas na muscular e
células inflamatérias no plexo através de imuneljisimica em12 casos de cardiomiotomia
por MEI. Referem que o subgrupo com tempo maiaetdoenca tinha menos inflamacgéao e
mais perda de fibras nervosas, podendo represantforma mais agressiva da doenca.

Clark et al. (2000) avaliaram o infiltrado inflardeb no plexo mientérico de 9 casos
na fase precoce (cardiomiotomia) e 13 casos ndifedede MEI (esofagectomia), atraves de
imuno-histoquimica. Observaram predominio de linéd&c CD3 e CD8 que expressavam,
frequentemente, TIA-1 (marca células citotoxicagagtas e em repouso); descreveram que,
aparentemente, havia reducéo da expressao de Cb& qguogressao da doenca. Concluem
que o MEI € uma doencga imuno-mediada, embora geardidesencadeador ainda seja um
enigma.

Villanacci et al. (2010) realizaram estudo imunstdguimico do plexo mientérico
comparando amostras de 12 casos de MEI submetidasdibmiotomia e 7 controles com
resseccao por cancer. Realizaram avaliagao semtigi?za em 4 graus, conforme proposta
por Gockel et al. (2008) para células de Cajallasmmsoneurdnio especifica (neurdnios totais) e
VIP. Observaram diminuicédo intensa de neurbniograus (grau Ill) em 17% dos casos e
auséncia (grau IV - aganglionose) em 83%. Notaengéo de células de Cajal em 92% dos
casos, porém discreta (grau Il) e, em 8%, ndo hoedecdo (grau I). Reducdo de imuno-
reatividade por VIP foi vista em todos os casosdsegrau Il em 67% deles e grau IV
(auséncia) em 33% dos casos. Descreveram aindarbie de fibras nervosas (S-100
positivas) em 92% dos casos. Observaram, tambdamaecdo no plexo mientérico em 42%
dos casos (linfécitos CD3 positivos) e ausénciggngpo controle. Nao detectaram imuno-
reatividade para Herpes simples virus e Papilomawm nenhum caso. Concluiram que o

SNE esta lesado na regido do EEI no MEI e que, aitosidesses pacientes, também existem
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alteracdes das células de Cajal; porém, os fatpreslesencadeiam essas alteracdes ainda sao
desconhecidos.

Hoshino et al. (2013) avaliaram, através de imustefuimica, a muscular externa de
62 casos de MEI submetidos a cardiomiotomia, coatua a 10 controles submetidos a
esofagectomia por cancer. O estudo foi semi-quaiviit, utilizando os critérios propostos por
Gockel et al. (2008) e Vilanacci et al. (2010). Xfearam reducdo significante de células
positivas para S-100, NOS, VIP e ubictina no MEI estacdo ao controle. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante em rela@@dCD43 e ao C-kit. Concluiram que a
producdo diminuida de NOS e VIP no MEI pode aftdato as células de Cajal quanto as
células musculares, desempenhando um papel npdislogia do MEI.

Sodikoff et al. (2016) realizaram, recentemente jnteressante estudo com o objetivo
de determinar se os padrdes histopatolégicos esioglavam com os subtipos manométricos
de acalésia, segundo a classificacdo de Chicage[PBERIOORD et al., 2012; KAHRILAS et
al., 2015). Foram estudados 46 pacientes (26 magdhe=21 homens) com idade média de 42
anos (15-84), comparados a 5 controles submetidesofagectomia distal por tumores
gastricos. O estudo manométrico pré-operatorisitiagu-os em:

= acalasia tipo | = 20 casos (acalasia classicaratilitade minima no corpo esofagico)
» acalasiatipo Il = 20 casos (periodos intermitedeepressurizacao pan-esofagica)

acalésia tipo Il = 3 casos (contracfes prematueapasticas no esbfago distal)

obstrucdo de juncédo esofagogastrica = 3 casossfwastegrada de relaxamento do
EEI elevada, na auséncia de critérios para acalasia

Esses autores (SODIKOFF et al., 2016) avaliaramemtagdo, inflamacéo, fibrose e
alteracdes musculares. A contagem neuronal foiesgpr “através da média do numero de
neurénios por feixe de nervo”. Talvez, o termo gtikzaram seja 0 que, em geral, se designa
como ganglio; todavia, também nado especificarammtpgacortes foram utilizados e qual a
coloracao. Verificaram aganglionose em 34 (74%)4tsasos, inflamagao em 17%, fibrose
em 11% e atrofia muscular em 2%. O teste exatdgheFmostrou maior proporcao de casos
com aganglionose na acalasia tipo | que no Tigd9I20versus 13/20; p=0,04). O teste de
Wilcox, comparando o numero de neurénios por gangtiostrou maior grau de denervacao
na acalasia tipo | em relacdo ao tipo Il. A médiandmero de neurbnios por ganglio foi de
0,86 nos controles, de 0,45 na acalésia tipo le d®,03 na acalésia tipo I. Trés pacientes
apresentavam aspecto normal, sendo um do grup@caldsia tipo 11, um do tipo Il e um do
grupo com obstrucdo de juncéo esofagogastrica. |@oerm que o padrdo de alteracdo era

similar nos grupos | e |l de acalasia e que a peraiar de neurénios no grupo | sugeria que
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esta representaria a progressao do tipo Il. Aderaarsscentaram que o espectro de achados
histopatolégicos — de perda neuronal completalant&cao linfocitica para o padrdo normal
— enfatizava que a acalasia representava um grefgeoogéneo de pacientes, que tinham em
comum a obstrucéo da juncdo esofagogastrica.

Embora diversas pesquisas com técnicas sofistiadasdernas tenham sido citadas,
a nosso ver, o estudo anatomopatolégico feito pivelkle (1963b), hd mais de 50 anos,
comparando MEI (que denominou de “megaesotfago eufpge MEC (que denominou de
“megaesotfago brasileiro”), continua sendo um doss nr@eressantes, ndo apenas por ter
idealizado uma metodologia sistematizada de comtageuronal, como também pelo seu
amplo conhecimento de fisiopatologia em megas.€ekabeja pouco conhecido, por ter sido
publicado em portugués em revista brasileira seouleicdo internacional, diferentemente de
varias de suas publicacdes em doenca de Chagas éait revistas internacionais de lingua
inglesa. Referiu preferir o termo megaesdfago per sma designagao descritiva,
morfoldgica, independente da etiopatogenia, cugaacteristicas eram: dilatacdo do esodfago
toracico, hipertrofia da muscular na parte dilaja@gpecto macroscopico normal na parte
terminal do esbéfago e auséncia de obstaculo mecahiclos os casos de MEI que estudou
foram obtidos em institutos europeus de Patologialiou 15 casos de MEI (14 de
necropsias e 1 de cirurgia), 33 es6fagos normdidazbde necrépsias em Viena, 30 esbéfagos
sem alteracdes macroscoépicas de chagasicos subsatitecropsia e 30 casos de MEC (10
de necroépsias e 20 de esofagectomias). Verificos,dois grupos de megaeséfago, intenso
espessamento da muscular circular. Utilizou, paragem neuronal, a metodologia que
desenvolvera para estudar o plexo mientérico nagagicos (KOBERLE, 1958, 1961).
Contou todos os neurbnios do plexo mientérico encdtfes subseriados com espessura de
7um (escalonados de 7 em 7) de um anel esofagitercto inferior do esdéfago, 5cm acima
da cardia. Referia que o0s neurbnios tinham em md&am de diametro, com o
escalonamento de 7 em 7 cortes evitaria a contagpatida do mesmo neurdnio. Através
dessa metodologia, conseguia avaliar o numero derémes em um anel de
aproximadamente 1mm de altura (7x7x20 = 980um)tddasa a necessidade de avaliar toda
a circunferéncia do anel esofagico para corriglispersao dos neurdnios devido a dilatacao
no megaesodfago, cuja circunferéncia frequentenerateiversas vezes maior que a do 6rgao
normal. Por outro lado, examinando material deiocartbtomia em fitas longitudinais, tal
dispersdo neuronal ndo ocorreria. Inferia quejgsm, alguns trabalhos como o de Trounce et
al. (1957), descreveram casos de MEI com niumenmaladle neurdnios na parte distal e, ao

contrario, Ellis et al. (1960), desse mesmo grugo p&squisadores, mostraram maior
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denervacdo no esodfago toracico. Koberle (1963bjfia@r, nos controles, denervacéo
esofagica fisioldgica com a idade: a média do nander neurénios foi de 1223 no subgrupo
mais jovem (15 a 30 anos) e de 636 neurdnios ngrepb mais idoso (76 a 90 anos); ou seja,
uma reducéo de quase 50% aos 80 anos de idaderupo dos 30 chagasicos sem lesdes
macroscopicas no es6fago, a média foi de 407 nmgrdminimo de 137 e maximo de 777),
nos 30 casos de MEC foi de 5,7 (0 a 30 neurbnia®®15 casos de MEI, a média foi de 7,9
(0 a 25 neurdnios). Além do anel do terco inferesse autor examinou anéis de toda a
extensdo do esbfago de 3 casos controles e verifjae o nUmero de neurénios aumentava
até a parte média do 6rgdo e, depois, mantinhass® o menos constante até a cardia.
Realizou ainda, contagem neuronal em 7 anéis da fianl da “ampola esofagica e do
esbfago terminal”, em 10 casos de MEC e 2 casddkiecontando de 0 a 30 neurbnios por
anel nos casos de MEC e de 1 a 34 no MEI. Conguéuexistia uma denervacdo uniforme
em toda a extensao do esofago, tanto no MEC quankdEl, que ultrapassava 90%, sendo a
denervacao intensa o substrato anatomico dessesmeg

Além deste estudo morfolégico comparativo entre MEGIEI, pioneiro e Unico de
Kdberle, iniciamos ha alguns anos, uma analise ecatiga através de uma tese de mestrado
com casos do nosso Servigco (SILVEIRA, 2012). Foramalisados 10 casos de MEC
comparados a 10 de MEI e 10 controles ndo chaga@i0), avaliando ganglionite, miosite e
fibrose na muscular, além de denervagcdo. Foi oadardenervacdo em todos os casos de
megaesotfago, sendo mais acentuada e difusa no MB&hdlionose total). No MEI, a
denervacao foi mais intensa na parte distal entdela proximal. Entretanto, neste estudo
enfatizaram-se mais os achados relacionados aegsminflamatorio e ndo foram analisados
esbfagos de chagéasicos sem megaeséfago. Gangfmritanum nos megas e até mesmo no
grupo nao chagasico (NC); porém, foi mais intensaMEC em relacdo ao MEI. Esse
processo inflamatério cronico, persistente e fratpraente intenso no plexo mientérico no
MEC poderia explicar a maior extenséo e intensididaganglionose nesse grupo. Miosite
cronica ocorreu em todos os casos de MEC, e enaaieiLl0%) caso de MEI, no qual era
discreta; por isso, concluiu-se que miosite croritamegaesofago gera suspeita de etiologia
chagasica. Parte da fibrose nos megas parece eledarisquemia secundaria ao aumento da
demanda de fluxo sanguineo na muscular hipert@feaaté mesmo por Ulceras profundas; no
entanto, € muito mais freqtiente e intensa no MEQueodeve decorrer também da miosite

cronica destrutiva, persistente mesmo na faseaadtdsta doenca.



42

2.2. Esofagopatia chagéasica - megaes6fago chagasico

Com a implementacdo, ha algumas décadas, de medédasntrole vetorial do
Triatoma infestans em areas endémicas de doenca de Chagas, hougégetibstancial na
incidéncia da doenca de Chagas na América Latin@N®AYO, 2003; WHO, 2002).
Todavia, estima-se que ainda existam entre 12milbdes de infectados na América Latina
(WHO, 2002). No Brasil, segundo dados do Ministé&fé Salude, estima-se que existam
cerca de 5 milhdes de individuos infectados (FERREgt al.,2005).

A doenca de Chagas € dividida em duas fases: agodanica, ambas subdivididas
em assintomatica e sintomatica (DIAS & COURA, 199%p0s a infeccdo, os pacientes
podem desenvolver fase aguda sintomatica; entogtawat maioria dos casos esta fase é
assintomatica. Mais de 90% dos pacientes sobrevivarfeccao inicial, passando para a fase
cronica assintomatica, na qual anticorpos antiruzi sdo detectados, mas o parasitismo
torna-se escasso. Essa fase, sem sinais ou sintantienca, é chamada de indeterminada e
pode persistir por toda a vida em cerca de 60 a @6%chagasicos (RASSI & MARIN-
NETO, 2010). Todavia, depois de 5 a 20 anos, alguansentes podem desenvolver
manifestacdes clinicas cardioldgicas e/ou digestifRRATA, 1968; KOBERLE, 1968b;
CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2005).

A fase cronica subdivide-se nas seguintes formasoaroclinicas: indeterminada,
cardiaca, digestiva, nervosa, mista e de exacesbagdda. Os Orgdos predominantemente
acometidos sao: coracdo, esodfago e colon (TAFURI e2011). Estima-se que, a cada ano,
0,33% dos chagasicos da forma indeterminada progrigara a esofagopatia chagasica
(PRATA, 2001).

A forma digestiva da fase cronica pode se manifgginalteracoes da motilidade e,
Nnos casos mais graves, pelos megas, que ocorreceremde 7 a 11% dos pacientes com
doenca de Chagas (BRENER et al., 2000). A regiadréimgulo Mineiro é considerada
endémica para doenca de Chagas, com aproximadai@¥teos chagasicos apresentando
a forma digestiva (LOPES, 1988). A expresséao @dimais frequente da forma digestiva é o
megaesofago, seguido pelo megacélon e raramenteytars megas (LOPES, 1988). E
mais comum no sexo masculino e a maioria dos asasegaesbdfago € diagnosticada entre
29 e 40 anos (TAFURI et al., 2011).

Carlos Chagas, em 1916, foi o primeiro pesquisaldevantar a hipotese do

megaestfago (conhecido entdo como “mal do engasget) parte do espectro da
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“tripanossomiase brasileira” (CORSI et al., 199Entretanto, transcorreram algumas
décadas para que essa etiologia fosse aceita.

Amorim & Correa Netto (1932) descreveram alteracGdsgenerativas e
inflamatorias do plexo mientérico em um caso dedgpsta com megaesodfago e megacélon,
no qual os sintomas de “mal de engasgo” surgirais ama afeccao febril. Ressaltaram que
as alteracOes vistas eram idénticas as descritaRale, mas ndo atribuiram as lesbes a
doenca de Chagas.

Etzel (1934) também estudou o plexo mientérico regamrsdfago e megacadlon,
encontrando lesBes degenerativas e denervacaon pairibuiu as lesdes a caréncia crénica
e incompleta de Vitamina B1.

Brasil (1954, 1955, 1959) defendeu a etiologia ésag do megaesbéfago, propds o
termo aperistalse do eso6fago, dividindo-a em aseet& ectasica e, ainda, afirmou que as
lesBes essenciais estavam localizadas no plexdérian

No entanto, foi através dos trabalhos de KoberlBlalor (1955) e Kbberle (1956,
1957, 1958, 1960, 1961, 1963a, 1968), que tevéimima nova etapa no conhecimento da
doenca de Chagas.

Kdberle & Nador (1955) encontraram um ninholderuzi na muscular do es6fago de
um CSME, no qual havia focos de miosite. Embor&dandescrito as lesdes na muscular,
para Koberle apenas a destruicdo neuronal repessent fator patogenético na doenca de
Chagas.

O processo patologico basico da doenca de Chagadlagnacdo. A resposta
inflamatoria que surge apos a infecgdo geloruzi é essencial para estabelecer a resisténcia
do hospedeiro; no entanto, também ¢é responsévat pesdes observadas nessa doenca
(TEIXEIRA, GAZZINELLI & SILVA, 2002; DUTRA et al., 2009). A inflamacédo pode
destruir ndo apenas as ceélulas parasitadas, magraas células ndo parasitadas adjacentes.
Inicialmente se faz as custas de células monomesleg logo depois, também observam-se
neutréfilos e eosindfilos (BRENER et al, 2000). @d@amas também podem ocorrer
(KOBERLE, 1961; ADAD et al., 1991). Outras célupslem atuar no processo inflamatério.
Nascimento et al. (2010) levantaram a hipoteseugeas células enterogliais, que parecem
estar em numero aumentado nos CSME, poderiam looimtppara a defesa do SNE no
esofago.

Neuropeptideos encontrados no SNE também atuara satistema imune. A SP tem

acao anti-inflamatoria e o VIP pode atuar de moderiso. Por isso, o achado de aumento da
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frequéncia de neurbnios SP+ em casos de megad@gasico pode sugerir sua participacédo
na manutenc¢ao da inflamagéo na fase cronica dadaEnChagaPDA SILVEIRA, 2005).

O infiltrado inflamatério tem um importante papel patogénese das lesdes do SNE,
podendo ocorrer uma drastica reducdo do numercedmios, favorecendo a ocorréncia
dos megas chagasicos (KOBERLE, 1968; TAFURI, MARIAOPES, 1971; ADAD et al.,
1991; D’AVILA REIS et al., 2001). As altera¢cdes matilidade do tubo digestivo decorrem
da denervagao intramural, sobretudo do plexo nmieot¢K OBERLE, 1958, 1963a, 1963b,
1968; ADAD, 1989, 1996; ADAD et al., 1991, 2001)or@idera-se que uma intensa
denervacdo seja fundamental para o inicio da didpke na esofagopatia chagésica
(KOBERLE, 1957; KOBERLE, 1963b; ADAD, 1989; ADAD at., 1991, 2001, 2012).

Penha & Koberle (1959) e Koéberle, PenkaKdberle (1961) realizaram estudos
quantitativos dos neurdnios do plexo mientéricol€ntasos normais e 10 casos de MEC, em
trés niveis diferentes (tercos superior, médio ferior), referindo haver diminuicdo
acentuadissima dos neurbnios nesses trés niveisgdo. Depois adicionaram, também, os
resultados obtidos em 10 casos de CSME (KOBERLE],19963a). Em trabalho posterior,
Kbberle (1963b) referiu que seria necessaria degéosacima de 50% para haver alteracdes
funcionais e maior que 90% para o aparecimento etpaesbfago.

Kdberle (1968) acreditava que a denervacdo na doele; Chagas ocorreria
basicamente na fase aguda e afirmava que o “dedtinohagéasico decidia-se na fase
aguda”. Explicava o aparecimento do megaestfagoegaodlon décadas depois pela
somatoria da denervacdo da fase aguda com a deaerwvdecorrente do proprio
envelhecimento, associadas a morte dos neurOrsmhiaés sobrecarregados pelo exaustivo
trabalho para compensar a intensa denervagao.

Adad (1989 e 1996) acrescentou que a ganglionésepte também na fase cronica
e persistindo por décadadesencadearia uma denervacdo lenta, contudo, tpatsis
agravando a perda neuronal. Ademais, estudos fatms cortes seriados e PCR
demonstraram a persisténcia do DNA Tocruz, perpetuando a estimulagcdo do sistema
imune e contribuindo para o agravamento da den&ovags chagasicos crénicos mesmo na
fase cronica (ADAD et al., 1991; VAGO et al., 192600, 2003; SILVEIRA et al., 2005;
COBO et al., 2012).

Silveira et al.(2005) encontraram DNA d&. cruzi em 100% dos casos de MEC e
em 60% de CSME, ao avaliarem diferentes tercosséfago. Todos os chagasicos que
apresentavam processo inflamatorio na muscular sfifago, mesmo 0S casos sem

megaesobfago, apresentaram positividade ao PCRezvdgao. Concluiram que 0 processo
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de denervacdo no esbfago de pacientes chagasidasenarbnica poderia ser, pelo menos
em parte, uma consequéncia dos mecanismos imupnesos, 0s quais sdo dependentes
da persisténcia do parasita no tecido.

Ademais, a resposta auto-imune em chagasicos ot detectada como uma
reacdo cruzada entre os antigenos'dauz e tecidos do hospedeiro (BRENER, 1987) e
com anticorpos contra neurbnios do SNE (RIBEIRO DGANTOS et al., 1979;
TEIXEIRA et al., 1980; GIRONES, CUERVO & FRESNO,0®). Os neurdnios poderiam
ser alvos desses ataques imunes por apresentaierpospde reacdo cruzada em sua
superficie, como um mimetismo molecular (VAN VOORBHSCHLEKEWY & TRONG,
1991).

Tafuri, Maria & Lopes(1971) acreditavam que a estase alimentar e fecAimen
do 6rgédo constituia um dos fatores importantes ecamsmo de formacédo dos megas, pois
determinaria compresséo e atrofia da mucosa. Roveszy a compressao levaria a isquemia
e, secundariamente, a degeneracdo, necrose e céllweda mucosa. Essa mucosa
comprimida se tornaria predisposta a inflamacapad levaria a fibrose intersticial, um dos
fatores responsaveis pela modificacdo dos compesedd intersticio intermuscular.
Segundo esses autores, esse processo inflamaiégoia também o plexo mientérico, ja
previamente lesado pelo cruz, agravando ainda mais a destruicdo do SNE. Ceempd
ocorreriam hipertrofia e alterac6es degeneratiessndiocélulas. Como o plexo mientérico
mantém relacdo intima com as células muscularggyisam que a miosite e suas sequelas
poderiam lesar ainda mais os ganglios.

Segundo Kodberle (1963a, 1963b) e Tafuri & Raso 319& macroscopia do
megaesobfago caracteriza-se por dilatacdo de gmaévebhdo 6rgdo, espessamento de sua
parede, auséncia de obstaculo mecéanico, aspectoahata porcdo terminal do Orgao
(imediatamente abaixo da parte dilatada) e presamgeio de alteracdes secundarias a estase
na mucosa. Adad (1989) referiu que alguns casddEie apresentavam diametro menor que
o normal na por¢gdo mais distal, o que ja fora atmilo pelo exame radiologico (REZENDE,
1982).

Destacam-se duas classifica¢des radiologicas de, MEE Ferreira-Santos (1961) e
a classificagdo de Rezende (1982). Este ultimo rauticialmente, classificava como
megaesbfago as alteragbes presentes no grau I pposteriormente, passou a utilizar o
termo esofagopatia grau |, porque, embora exifitaultlade no esvaziamento do 6rgdo, ainda
nao ha dilatacdo. No outro extremo encontra-selioaoegaesofago, ou esofagopatia grau

IV, que, alongado, muda sua forma e dobra-se sobd@afragma. O grau IV é de féacil
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correlagdo com pecas anatdmicas fixadas, pelo aoegto e formato em “J”. No entanto, o
patologista ndo consegue reconhecer macroscopitamerau |, por nao haver dilatagéo, e,
por isso, esta lesdo deixa de ser diagnosticad@asms de necrdpsias. Diametro transverso
da imagem do es6fago é importante no exame radiol@gntrastado para a classificacdo do
megaesobfago, porém as medidas sdo muito maioresnguesdfago apds fixacdo, cujo
diametro reduz bastante. Segundo dadokieleermann-Meffert et al.1079), a reducéo de
volume pode ser de 35 a 45 % apos trés semanaadad.

Adad (1989) e Adad et al. (1991) com base na andks56 es6fagos de chagasicos
cronicos (17 MEC e 39 CSME) e de 26 ndo chagasicoscluiram que es6fagos com
didmetro acima de 2,5cm apés fixacdo em formol,anséncia de obstaculo mecanico,
poderiam ser considerados como megas. Os esofagorais dos ndo chagasicos
apresentavam, apoés fixacdo em formol, diametro mavde 2,2cm. Os esodfagos do grupo
MEC, com diagnéstico clinico/radiolégico de megéag6, apresentavam diametro maior
que 2,5cm. Todavia, ndo havia, neste estudo, nemasm com diagnéstico de esofagopatia
chagasica grau I. Os autores analisaram microsoojicte o Tl, seguindo a metodologia
idealizada por Koberle para contagem neuronal. fidaeram que as principais lesdes
microscopicas localizavam-se na muscular propriagite e fibrose) e no plexo mientérico
(denervacéo e inflamacgao), sendo mais intensasasws de MEC que nos CSME. No grupo
CSME encontraram denervagdo muito varidvel, obgevaaros casos com denervagédo
muito intensa (maior que 90%) e, inclusive, um aganglionose no TI, sem dilatacéao
do esdfago, o que néo fora descrito por KdéberladBr@aram que, além da denervacéo, talvez
outras alteragOes poderiam contribuir para deseaoaento da dilatagdo, tais como miosite,
fibrose na muscular, alteracdes do simpético obéamlesédo do nervo vago.

Anteriormente, Lopes, Tafuri & Chapadeiro (1969hhém realizado estudo
morfologico e quantitativo dos nucleos dorsal dgova hipoglosso em chagasicos cronicos
com e sem megaestfago e constataram despopulagémaeem ambos 0s grupos, mais
intensa no nucleo dorsal do vago. Admitiram que er@opossivel excluir a participacdo da

leséo do nucleo dorsal do vago na génese da fisiogéa do MEC.

Em sintese, a patogénese das lesfes na fase cdénéitteenca de Chagas baseia-se
em duas hipoteses: 1) a persisténciaTdaruzi em locais especificos nos hospedeiros
infectados resultaria em uma reatividade inflamatérénica; 2) a infeccdo pel®. cruz
induziria uma resposta imune na qual os tecidospdiprio individuo seriam alvos

independentes da persisténcia do parasita (TARLETZDBIL).
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Com relacdo a patogénese do MEC, o principal fe¢oia a denervacdo do plexo
mientérico. No entanto, alguns casos com denervatéonsa no Tl, podem ndo apresentar

dilatacéo do 6rgao.

2.3. A Importancia de estudos comparativos entre ngas

Earlam (1972) ressalta que as técnicas empregadasatiacdo da denervacdo na
doenca de Chagas (KOBERLE, 1968), poderiam auxi@mresclarecimento da histéria
natural da denervacao gastrointestinal pela pezdsed suprimento nervoso intrinseco, bem
como no entendimento da etiopatogénese do MEldodaca de Hirschsprung. De fato, na
UFTM, temos utilizado o conhecimento adquirido eetudos dos megas chagasicos como
modelo para avaliar outras disganglionoses (ADARlgt2002, 2008, 2010; LAGUNA-
TORRES et al., 2003), alteracdes da doenca de €hagaoutros 6rgdos (CREMA et al.,
2007; MURTA et al., 2002), ou em estudos experimsn{MACHADO et al., 2001a,
2001b). Tais técnicas também possibilitaram obsediBerencas histologicas entre o
es6fago e o célon, como o maior nimero de masgdcigomuscular do eséfago normal
(PINHEIRO et al., 2008) e a presenca de vasculgizanos ganglios mientéricos
esofagicos, o que nado ocorre no colon, que podetrilooir para a maior intensidade de
denervacao e inflamacéo no es6fago, assim comoaparaior frequéncia de megaeséfago
em relacdo ao megacolon (ADAD et al., 2014).

Adad (1996) e Adad et al. (2001) observaram queahlaypertrofia dos neurbnios
intramurais residuais no megacélon chagasico, rab, @m geral, existe hipoganglionose
(mas ndo aganglionose como é comum no MEC), sendessario aplicar um fator de
correcao para precisar o grau de denervacdo. Essbgcimentos também possibilitaram
realizar comparacdo entre megacélon chagésico maneerificando-se que ndo havia
denervacdo no dolicomegacélon andino (LAGUNA-TORR&Sal, 2003), o que tem
aplicacdes no esclarecimento da patogénese dandismoses do SNE.

Temos observado, em nossa regido, um aumento gizéfreia de MEI, que pode
ndo ser absoluto, mas, sim, decorrente da dimiawdgdnimero de casos de MEC. Porém,
com base na experiéncia adquirida nas pesquisashagasicos, acreditamos que estudos
comparativos sistematizados entre MEC e MEI, paderifornecer elementos para o
entendimento da etiopatogénese e, quem sabe, paes Imtervencdes terapéuticas em

megas.
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2.4. Lacunas no conhecimento do MEC e MEI

N&o encontramos estudos anatomopatolog@ismatizados amplosie contagem
neuronal em cortes histologicos convencionais (gor HENna juncédo esofagogastrica
(cardia) comparando MEI, MEC, CSME e NC. Kdberle (1963balizou estudos no Tl e
Cd em 10 MEC “avancados”, porém no Cd foram congm@om apenas 2 MEI e 3 NC.

Em outro estudo, Koberle (1963a) analisou apemascliagasicos, contando
neurénios no Tl, TM e TS de 10 MEC “avancados” eCI®RME, comparados a 10 NC.
Esses resultados séo repetidos em outras publgggdem os dados parecem 0s mesmos.

Por outro lado, o estudo de MEI realizado por Glolch et al. (1994) utilizou outra
metodologia de contagem neuronal ndo padronizad#ice detalhada para repeticao,
trabalhando com faixas longitudinais de todo oa&gdfde casos avancados de MEI.

Intensa destruicdo neuronal é considerada fundaingenta o inicio da disperistalse.
Entretanto, curiosamente, em cortes escalonadosedgss esofagicos, foram observados
casos de denervacgao intensa e, até mesmo, de iaudénegeurdnios em chagasicos sem
dilatacdo do es6fago (ADAD, RESENDE & JOR@GR92; ANDRADE, 2000). Todavia,
esses autores ndo avaliaram a regido da cardia/EEI.

Algumas das dificuldades para estudar o EEI decorda dificil visualizacao
macroscopica e de sua variavel extensdo. Porém, reggdo € muito importante na
patogénese do megaesotfago e no estudo da fisi@sgfagica. Em geral, o EEIl permanece
em contracao ténica, ao contrario da por¢cao méuiesdfago, que permanece em estado de
relaxamento. No MEC, a musculatura da porcéo mfedd es6fago néo relaxa (PAULA
COSTA & RESENDE, 1978; DANTAS, 1998) e o plexo mié@ito perde a capacidade de
transmissao de sinais para a producéo de "relaxtamereptivo” do EEI apos a degluticao.
Na auséncia de relaxamento do EEI, o esdfago n&egae esvaziar seu conteudo e, depois
de meses ou anos, torna-se dilatado, originandoegaesdfago (PAULA-COSTA &
REZENDE, 1978; REZENDE, 1982).

Acreditamos que seria interessante avaliar casm®snavancados de MEC e MEI e
compara-los a CSME e NC, além de realizar a contageuronal ao HE de modo
sistematizado nos mesmos casos, nos trés tergosNITé TS) e na regido correspondente
ao EEI (Cd).

Com relacdo a possibilidade de denervacdo seletdgamegas, embora existam
alguns estudos sobre neuropeptidios no MEI e MEGaado fibras nervosas na muscular e

nervos, em geral ndo foram contados os neurOnicguando se referem a neurbnios
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inibitérios, ndo fazem contraposicdo aos excita®ri Ndo encontramos estudos
humano de MEC, MEI e CSME.

N&o é bem conhecida nem mesmo a proporcao dess€sios ao longo do esdfago
humano normal. Encontramos apenas o trabalho dgai@im etal. (1994), no qual foi
avaliada a proporcao de neurdnios inibitorios etatios na parte normal do es6fago de
poucos pacientes com carcinoma, em amostras quéordgin padronizadas em relacédo a
distancia da Cd. Portanto, é necessario avalisaimente em esdfagos normais (NC), a
proporcao de neurdnios NO positivos (inibitérios§R positivos (excitatorios) na cardia em
relacdo aos tercos esofagicos e, a seguir, comparaxiste denervacao seletiva na doenca
de Chagas e no MEL.

Observa-se, portanto, que existem lacunas no conéetm da patogénese do
megaesofago.

Seriam 0s casos de es6fagos ndo ectasicos comsdntimervacdo mientérica
explicados por denervacdo nao uniforme ao longeséftago?

Considerando a possibilidade da denervacdo naaursésrme, haveria alguma
regido, como por exemplo, a cardia, cujas altesagi® plexo mientérico seriam mais
importantes na fisiopatogenia da esofagopatia?

As alteracdes no plexo mientérico e sua distriluigdo semelhantes no MEC e
MEI?

A perda de neurdnios inibitorios e excitatorioshiBC e no MEI seria aleatoria ou
haveria denervagao seletiva?

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi comparaenervacdo na cardia e nos
tercos esofagicos entre os grupos MEC, MEI e CSbti) relacdo ao numero total de

neurdnios e a propor¢cao de neurdnios excitatoriodeorios.
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A denervagdo da regido distal do esodfago, espesménda cardia, seria mais
importante que a denervacao das outras regidesiopatogenia do megaeso6fago, o que
explicaria denervacao, por vezes intensa, nosg@gofagicos de chagasicos sem mega.

A perda de neurénios inibitorios e excitatériosasateatoria, e ndo seletiva, no MEC
e no MELI.



(Gt
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Em material de necrépsia e de bidpsia (esofageajonds Servico de Patologia
Cirargica do Hospital de Clinicas da Universidadddtal do Triangulo Mineiro (UFTM):
1. Em esbéfagos normais (grupo NC):
» Avaliar a distribuicdo do niamero global de neur8nmo plexo mientérico na
cardia (Cd) e nos diferentes tercos esofagicosiMie TS).
» Avaliar a propor¢ao de neurdnios inibitorios (NOSe+excitatorios (SP +) em
relacdo ao total de neurénios na cardia e nosedifes tercos esofagicos.
2. Em esofagos de chagasicos sem mega (CSME):
» Verificar se a denervacdo da cérdia € maior que difesentes tercos do
esobfago.
» Verificar se a denervacao € seletiva em relaca@uaodnios inibitérios ou
excitatorios.
3. Em es6fagos de chagasicos com mega (MEC):
» Verificar se a denervacdo da cardia € maior que difesentes tercos do
esofago.
= Verificar se a denervacdo € seletiva em relaca@uonios inibitorios ou
excitatorios.
4. Em es6fagos de ndo chagasicos com mega (meagesdiopatico - MEI):
» Verificar se a denervacdo da cardia é maior que dilesentes tercos do
esobfago.
» Verificar se a denervagdo € seletiva em relagd@uwonios inibitorios ou
excitatorios.
5. Verificar se ha diferencas entre os grupos MBE@E e também em relacdo aos
grupos CSME e NC, quanto a:
* Diminuicdo do namero global de neurdnios na caedizos diferentes tergos
esofagicos.

» Diminuicéo seletiva de neurdnios inibitories sus excitatorios.
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1. Material

Trata-se de estudo retrospectivo de 87 esbfagogrdd2nientes de necropsias e 25
de esofagectomias subtotais, examinadas no Sedeigeatologia Cirargica/Disciplina de
Patologia Especial do Hospital de Clinica da UFEyrovado pelo Comité de Etica em
pesquisa (pareceres numeros 2109 de 2011 e 2.860e2817 — Anexos 1 e 2). Parte deste
material foi estudado anteriormente em teses quedalam a anatomia patoldgica e
patogénese do megaesbfago chagasico (ADAD, 1988juelo comparativo entre MEC e
MEI (SILVEIRA, 2012).

Os casos foram subdivididos em quatro grupos:

» NC —Controle-Nao Chagasic@9 casostpdos de necropsias) - esdéfagos normais

= MEI - Megaesobfago ldiopaticd8 casoq1 necropsia e 17 esofagectomias)

» MEC - Megaesdfago Chagasi@@2 casog14 necropsias e 8 esofagectomias)

» CSME - Chagasicos Sem Megaes6fag8:casogtodos de necropsias).

Para inclusdo dos casos nos grupos de estudo, foegistos dados clinico-
radiologicos, testes soroldgicos para doenca dg&héaudos de necropsias e de bidpsias.

O diagnéstico de infeccdo chagasica foi baseadposdividade, no sangue e/ou
liquido pericardico, de pelo menos duas das trgaisies reacdes: Elisa, hemaglutinacao
passiva e imunofluorescéncia indireta.

Todos o0s casos de esofagectomia tinham diagnogticoco-radioldgico de
megaesb6fago, assim como varios casos de MEC depsér Os casos de necropsia sem
diagnostico de mega em vida foram caracterizadosfologicamente como tendo
megaestfago quando apresentavam dilatacdo difisséenms médio e inferior do 6rgao
(diametro externo maior que 2,5cma) afilamento da céardia, na auséncia de obstaculo
mecanico (ADAD et al., 1991).

2. Metodologia

Os esobfagos forafixados ‘in totum” em formaldeido a 4%. Em seguida, era medida
a circunferéncia externa do esOfago no terco mfee calculava-se o diametro
(circunferéncia dividida por 3,14). Eram retiradds anéis de cada espécime, com 0,5cm
de altura, distando cerca de 5cm, 12cm e 19cmriE@guesofagogastrica, correspondendo
aos tercos inferiorT(), médio TM) e superior TS). Também eram retirados, sempre que
possivel, dois fragmentos longitudinais na regidistalj diametralmente opostos,
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constituidos por 3cm distais do eséfago em cordadeé com 0,5cm do estdbmago (medida
total de cada fragmento: 3,5cm de extensdo) paragentar a regido do esfincter inferior

do eséfago/cardia0d). Os fragmentos e anéis foram processados pdus@wcem parafina.

2.1  Andlise geral da denervacdo — contagem neuronal esortes corados por HE

Nesta primeira etapa foram obtidos, de cada bl®saortes seriados com espessura
de 7um, utilizando-se cortes escalonados multigkws para a contagem neuronal, para
evitar a contagem repetida de um mesmo neur6ni®BERLE, 1963a, b; KOBERLE et al.,
1961). Esta contagem foi feita ao microscopio de ¢om ocular de 10x e objetiva de 40x,
contando-se todos os neurdnios no plexo mient@&® cortes escalonados corados por
Hematoxilina-Eosina (HE), de cada terco do esofddoTM e TS) e de 5 cortes de cada
lado dos dois fragmentos longitudinais distaisaftoe 10 cortes do Cd). Para a contagem
neuronal desta ultima regia€d) delimitou-se, nos cortes histoldégicos corados ao HE
extensdo de 2,5cm de cada fragmento (0,5cm de eshym e 2cm de esdfagona
tentativa de avaliar a regido correspondente doatsf inferior do es6fago e, ao mesmo
tempo, analisar uma area com extensao similar (dotes de 2,5cm = 5cm) a dos anéis dos
tercos esofagicos dos casos normais, cuja cir@mder ou perimetro externo €, em meédia,
5cm. Na expressao tabular dos dados, o nUmerowtémes representa a soma do numero
de neurdnios de cada regido. Todos os 87 casasidosl nesta etapa do estudo tinham
amostras de pelo menos trés regides e, em 58 dthal@s, amostras adequadas das quatro
regides do esdfago. Em todos os 87 casos haviat@sao Tl e TM; no entanto, em 4
casos nao havia amostras do TS e, em 25 casewafaltamostras longitudinais do Cd para

contagem neuronal ao HE.

2.2. Avaliacdo através de imuno-histoquimica da proporgd de neurbnios NOS
positivos (inibitorios) versusSP positivos (excitatérios)
Nesta segunda etapa foram confeccionados novassdudtolégicos, para realizacao
de estudo imuno-histoquimico, empregando-se adzctd polimeros.
Os novos cortes seriados, com espessura de 5uam fdispostos em laminas
histologicas com carga elétrica (Leica BOND® Pllisles, S21.2113.A, Leica Biosystems
Richmond, Inc.). A seguir, as laminas foram levao@s a estufa, a 65°C, durante 24 horas.

Em seguida, foram desparafinizadas em 3 banhodalepermanecendo cerca de 5 minutos
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em cada um e hidratadas em 3 banhos de alcoouatgolim banho de alcool a 80%, durante
10 segundos cada um. Depois de lavadas em &aguenteprifoi feita a recuperacdo de
antigenos: as laminas foram colocadas em cubas/6arhde tampao citrato pH 6 (Reagen)
para as laminas de NOS e tampao tris EDTA pararagmas de SP; a incubacéo foi feita na
panela Pascal (vapor de agua a 121°C e 18psi)(Qariidutos. Apds essa etapa, as laminas
foram lavadas em agua corrente e seguiu-se o0 btoagize peroxidase endogena: laminas
dispostas em bandeja, adicionando-se agua oxigem&®fé sobre cada corte durante 15
minutos. A seguir, as laminas foram lavadas em &amPBS e foi feito o bloqueio de
proteinas por 10 minutos. Em seguida, foram incabatbm seus respectivos anticorpos
primérios por 18 horas em camara umida com temperake 3 a 4°C. Os anticorpos foram
diluidos em soro de albumina bovina (Sigma ®) dedae com as indicacdes presentes em
suas especificacdes. Foram utilizados os anticaW@s (6xido nitrico sintase — NOS1-R20,
Santa Cruz-648, policlonal, obtido de coelho, qéio 1:2000) eSP (Anti-substancia P,
Abcam, EUA, monoclonal SP-DE4-21, ab14184, obtide@amundongo, diluicdo 1:500).

Apos incubacdo por toda a noite, as laminas forahocadas em temperatura
ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em P8&®a&s como anteriormente. O reagente
pds-primario (Técnica de polimeros - Novolink - Mosastra®) foi adicionado em cada
lamina por 30 minutos a temperatura ambiente, enat@ Umida. Em seguida foram feitas 3
lavagens de 5 minutos cada uma em PBS e secarasi&minas como anteriormente. Logo
depois, o reagente Polimero (Técnica de polimehsveolink - Novocastra®) foi adicionado
por 30 minutos nas mesmas condi¢cdes acima.

Apés 3 lavagens em PBS, por 5 minutos cada urmamnasas foram reveladas através
da adicdo de uma solugdo cromédgena (Liquid DAB,d®@alCarpinteria, CA) por 5 minutos.
Em seguida, as laminas foram lavadas e contra-@eresim Hematoxilina de Harris por 10
segundos. Finalmente, as laminas foram imersas leamt30s de alcool absoluto por cerca de
10 segundos cada um e, a seguir, utilizoansglan para a montagem das laminulas.

Nesta etapa foram contados, ao microscopio dectun, ocular de 10x e objetiva de
40x, todos os neurdnios positivos, em uma laminacagia com cada tipo de anticorpo.
Utilizou-se um corte pareado, corado por HE, pakutar o percentual de neurbnios
positivos para NOS e SP de cada regido, tendo cefa@ncial de 100% o numero obtido na
lamina de HE. Para@ntagem da Cd utilizou-se a extenséo total de caffagmento que
era 3,5cm(0,5cm de estdbmago e 3cm de es6fago), tendo éenque 0 objetivo era calcular
a proporcéo de neurdnios inibitérios e excitatéensrelacdo ao namero total. Esse aumento

de 1cm na extenséo do fragmento avaliado na paneéapa foi feito porque verificamos, em
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um estudo piloto preliminar da imuno-histoquimigae varios casos, especialmente com
hipoganglionose, apresentavam mais neuronios menextade proximal do fragmento. Nesta
segunda etapa, na qual foram incluidos apenassos gae possuiam amostras adequadas das

quatro regides, foi possivel analisar 28 casos=NMCMEI =7, MEC = 7 e CSME = 8 casos.

2.3. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foram utilizados, napeoagéo entre 0s grupos, os testes
de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico) ou ANOVA (asélide variancia - para variaveis com
distribuicdo normal). Para comparacdo entre difeeenegioes do es6fago de um mesmo
individuo, utilizaram-se os testes de Friedmartgtego-paramétrico para dados amostrais
vinculados) ou ANOVA com medidas repetidas (distigho normal). Os resultados foram
considerados significantes quando a probabilidadeepeicdo da hipdtese de nulidade foi
menor que 5% (p<0,05). Os programas GraphPad leSAasssistat foram utilizados para a

analise estatistica.
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1. Dados Gerais

A Tabela 1 mostra média, desvio padrdo, mediana, valoresmmii maximo da

idade dos pacientes em cada grupo de estudo.

Tabela 1 - Média, desvio padrdo (DP), mediana, vaks minimo e maximo da idade dos
pacientes em cada grupo de estudo.

n MEDIA DP MEDIANA Valores minimo e maximo
NC 19 54,5° 17,4 54,0 25-83
MEI 18 41,3° 16,9 36,5 20-79
MEC 22 52,3° 12,5 51,5 28-72
CSME 28 53,8° 16,0 50,5 20-93

Teste: ANOVA; médias seguidas de letras iguais nakinas indicam que n&do houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos B)0NC = ndo chagésico; MEI = megaeso6fago idiopati
MEC = megaesbtfago chagasico; CSME = chagasico segaesdfago.

Embora a média da idade no grupo MEI tenha sidpameco menor que nos demais,
essa diferenca nao foi estatisticamente signifc@aNOVA; p>0,05).

Com relacéo ao sexo, 84%, 44%, 77% e 71% dos dasogrupos NC, MEI, MEC e
CSME, eram masculinos, respectivamente. No entdeige-se ressaltar que todos 0s casos
de NC e CSME, e a maioria dos casos de MEC, foratidas de necrdpsias e, em nossa
instituicdo, o numero de autorizacdes para redzale necropsias em mulheres é muito

menor que o de homens.

A Tabela 2 mostra média, desvio padrdo, mediana, valoresmmim@ maximo do

diametro do esodfago dos pacientes em cada grupo de estudo.
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Tabela 2 - Média, desvio padrdo (DP), mediana, vales minimo e maximo do didmetro do
esbfago dos pacientes em cada grupo de estudo.

n MEDIA DP MEDIANA Valores minimo e maximo
NC 19 1,5% 0,2 1,6 1,0-1,8
MEI 18 3,3° 0,7 31 2,2-4,8
MEC 22 3,9b 1,1 3,9 2,4-7,6
CSME 28 1,72 0,3 1,8 1,1-2,3

Teste: ANOVA; médias seguidas de letras iguais pahkinas indicam que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (B)0¢ letras diferentes denotam diferencas sigmifies
(p<0,05). NC = ndo chagasico; MEI = megaesofag@ma&tiao; MEC = megaesbtfago chagasico; CSME =
chagasico sem megaeséfago.

A analise da Tabela 2 evidencia que o diametroséago nos grupos MEC e MEI
foi maior que o dos grupos NC e CSME, os quais difimiram estatisticamente entre si.
Embora a média do didmetro no grupo MEC tenhawsd@ouco maior em relacdo ao MEI,
a diferenca ndo foi estatisticamente significardehado similar ocorreu também na

comparacgao entre os grupos CSME e NC.

As Figuras 1 a 4ilustram o aspecto dos cortes histologicos dossamh@s tercos
esofagicos e dos fragmentos longitudinais da Cdcama grupo de estudo. Através desses
cortes, é possivel observar a diferenca dos diémdts casos de NC e CSME, em relacéo
ao MEC e MEI, sobretudo no Tl e TM, nos quais olmsee também espessamento da
muscular. Esse espessamento da muscular podeaamndliavaliacdo de eséfago normal
versus mega, quando ocorre sobreposicdo do diametroo¥&dsos de megas necessitaram
ser enrolados sobre si mesmos no momento da fix@pémcessamento para evitar a divisdo
do anel em varios fragmentos. Além disso, parasemséis maiores foram utilizadas laminas

com o dobro do tamanho usual.
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As Figuras 1 a 4 representam fotografias das laminas com cortes histoldgicos dos anéis dos tercos
superior (TS), médio (TM) e inferior (TI) do es6fago e, dos dois cortes longitudinais da céardia (Cd), de
um caso de cada grupo de estudo.

NC = néo chagasico; MEI = megaes6fago idiopatico; MEC = megaesbfago chagasico e CSME =
chagasico sem megaesofago.

Observar aspecto semelhante nos grupos sem mega (Fig. 1 - NC e Fig. 4 - CSME), cujos anéis sao
menores que dos grupos com mega (Fig. 2 - MEI e Fig. 3 - MEC), os quais frequentemente
necessitaram ser cortados e enrolados sobre si mesmos.

Além disso, varios anéis de megas, como o Tl e TM da Fig. 3 foram montados em laminas com o dobro
do tamanho normal.

Notar ainda espessamento da muscular nesses casos de megaes6fagos. Comparando-se, por exemplo,
os anéis do NC e do MEI no TM, observam-se perimetros/diametros similares; entretanto, a muscular
do MEI € bem mais espessa que do NC e do CSME.

TS

™

TI

Q)
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2. Analise geral da denervacéao — contagem neurorai cortes corados por HE

OsQuadros 1, 2, 3 e 4esumem os dados gerais e o resultado da contag@mnal

mientérica ao HE, de cada caso, por grupo.

Quadro 1 — Grupo NC

Distribuicdo dos casos do grupo controle — ndo chasico segundo idade, diametro maximo do
esofago, contagem neuronal no plexo mientérico adH dados/observacgfes correlatas.

IDADE |Diam
CASO |GRUPO Cd TI T | TS | PCR Observacoes
(anos) | (cm)
E2 NC 76 1,6 | 262 | 171 | 209 | 238 | Ng |Cardiomiotomia dilatada (idiopatica)
E5 NC 54 1,4 | 134 | 176 | 161 | 145 | Ng |Aneurisma dissecante de aorta. HAS

ML29-87 NC 54 1,6 | 248 | 190 | 206 | 182 | Ng |Morte violenta

HE90-98 NC 48 1,6 | 307 | 232 | 183 | 189 - | Cardiopatia hipertensiva/Suicidio

HE25-99 NC 74 1,5 | 363 | 209 61 148 - Alcoolismo. Adenocarcinoma Papila de Vater
HE43-99 | NC 45 1,1 | 186 | 177 | 190 | 95 - | Embolia Pulmonar

ML94-87 NC 61 14 | 72 | 125 | 40 62 - | Cardiopatias isquémica e hipertensiva
ML70-88 NC 77 1,7 48 102 84 105 - Abscesso cerebral e broncopneumonia

ML143-88 NC 60 1,6 | 400 | 229 | 209 | 107 | Ng |Rotura traumatica da aorta

MLO2-89 NC 59 1,6 | 345 | 300 | 144 | 100 - TCE
ML49-89 NC 40 1,6 | 240 | 184 | 287 | 120 - | Morte subita/Infarto do miocéardio
HES87-98 NC 25 1,0 | 293 | 176 | 118 86 - Trombose venosa e infarto cerebral
HE111-87| NC 83 1,4 | 217 | 188 | 148 | 59 Ng |Adenocarcinoma de préstata - Broncopneumonia
E17 NC 79 1,6 | 188 | 171 | 178 - Ng |Aneurisma cerebral. HAS. Cardiopatia isquémica
ML26-85 NC 38 1,7 - 207 | 245 | 253 - TCE
ML51-85 NC 25 1,6 - 238 | 188 | 124 - | Morte Violenta. Anel antigo juncéo esofagogastrica (5 lam = 91 neur6nios)
ML04-86 NC 41 15 - 292 | 236 | 133 - | Morte violenta - Politraumatismo
ML23-87 NC 51 1,8 - 142 | 137 | 165 - | Morte Violenta. Anel juncdo esofagogastrica (5 lam = 265 neurdnios)
ML54-88 NC 45 1,7 - 218 | 182 | 167 - | HAS; AVC. Anel antigo jungdo esofagogastrica (5 1am = 168 neurdnios)

NC = ndo chagasico-controle; Diam = diametro maxdoesobdfago; Contagem neuronal: nimero de neurdnios
em 5 cortes histolégicos de cada anel dos terdesadn (TI), médio (TM) e superior (TS) e em 10 tex (5 de
cada um dos 2 fragmentos longitudinais com extedsd®,5cm) da regido da cardia (Cd); Ng = negatiAS

= Hipertenséo arterial sistémica; TCE = traumatisnmio-encefalico. AVC = acidente vascular cerebra
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Quadro 2 - Grupo MEI

Distribuicdo dos casos do grupo megaesoéfago idiop#d segundo idade, didmetro méaximo do
esoOfago, contagem neuronal no plexo mientérico adH dados/observacgfes correlatas.

caso |rupo| PAPE [PAM |y | 1 |t | TS | per | Grau Disfagia Observactes
(anos) | (cm) ME

B06-4421| MEI 25 4,2 0 0 234 1 148 | Ng v 2 anos
B07-2719( MEI 30 3,1 0 0 4 257 - - 2 anos
B07-2941 | MEI 43 3,2 7 7 33 22 Ng - 2 meses | Granuloma no plexo mientérico
B09-0374( MEI 27 3,2 35 0 6 54 Ng - 14 anos |“Megaesodfago avancado”
B09-4506 | MEI 44 2,8 82 | 113 | 115 | 34 Ng Il |15 meses | Disfagia para solidos ha 15 meses. Hipertrofia neuronal
B02-4057 | MEI 37 2,6 0 2 101 | 406 | Ng - 2,6 anos |“Megaesodfago avangado”
B11-3879 | MEI 79 3,8 0 0 0 82 - \Y - “Disfagia total”
B00-2571| MEI 28 4,2 0 6 1 2 Ng v 10 anos
B03-3047 | MEI 36 2,8 0 1 2 3 Ng - 1 ano Miosite discreta e focal
B04-5267 | MEI 27 2,7 0 1 0 0 Ng \Y 2 anos | Disfagia lentamente progressiva ha 2 anos
B09-2006 | MEI 44 2,9 0 9 8 3 Ng v 1ano
B12-4532 MEI 63 4.8 0 0 0 0 - \ 15 anos | Disfagia ha 15 anos, recentemente até para liquidos
B13-4880 | MEI 56 3,8 2 0 0 0 - \% -
HE12-89 MEI 71 3,0 0 0 0 0 Ng - - Eletrocardiograma normal. Tremores tipo Parkinson
B06-5970 ( MEI 52 4,6 0 0 0 - - \ - Miosite e granuloma no plexo mientérico
B12-3566 | MEI 35 2,2 0 0 45 - - 1 7 anos | Cardiomiotomia ha 3,5 anos
B08-5828 | MEI 27 2,6 - 1 1 2 - - 6 anos | Disfagia lentamente progressiva ha 6 anos
E25 MEI 20 3,2 - 2 0 10 Ng - 8 anos

MEI = megaesbfago idiopatico; Diam = diametro méaxido esdfago; Contagem neuronal: nimero de newdnio
em 5 cortes histolégicos de cada anel dos tergesan (TI), médio (TM) e superior (TS) e em 10 tew (5 de
cada um dos 2 fragmentos longitudinais com extedsd® 5cm) da regido da cardia (Cd); Ng = negatBmau

ME = grau de megaeséfago.
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Quadro 3 - Grupo MEC

Distribuicdo dos casos do grupo megaesotfago chagésisegundo idade, didmetro méaximo do
esoOfago, contagem neuronal no plexo mientérico adH dados/observacgfes correlatas.

IDADE |Diam Grau |- . .
CASO |GRUPO Cd TI T | TS | PCR Disfagia Observacgoes
(anos) | (cm) ME

ML97-85 | MEC 59 3,0 1 7 10 36 - 1] - CChCr. Perfuragéo intestinal idiopatica

HE30-00 | MEC 52 45 0 0 0 0 - m sim | Cardiomiotomia ha anos. CChCr; megacélon.
Politraumatismo

HE46-01 | MEC 43 3,0 0 35 0 0 - Il Sim | Disfagia ha 1 ano. CChCr. Megacélon

E8 MEC 46 3,0 0 1 0 4 Pos | 1Nl Sim | Cardiomiotomia h& 3 anos

E21 MEC 72 3,8 0 0 0 40 Pos v Sim | Cardiomiotomia ha varios anos. CChCr

E24 MEC 51 45 7 1 0 32 Pos 1 Sim | Sem cirurgia anterior

HE25-07 | MEC 72 2,4 0 154 | 79 63 Il Sim | Disfagia ha 1,5 ano. Diam Cd=1,8cm. Ninho T cruzi coragéo

HE36-05 | MEC 34 41 0 0 0 0 \% - CChCr-ICC

ML39-86 | MEC 54 34 0 0 0 0 1l - CChCr - ICC - Megacélon

. CChCr-ICC - Ninho T. cruzi es6fago - Trab. Imuno-histoq.

ML20-87 | MEC 59 2,7 0 0 0 0 I Sim | Disfagia ha 6 anos. Megacélon operado ha 5 anos.
Diametro Cd = 1,7cm.

HE35-88 | MEC 72 7,6 0 0 0 0 \Y Sim | Megacdlon discreto

MLO05-91 | MEC 50 39 0 0 0 0 Sim | CChCr

E12 MEC 57 4,1 0 0 0 0 Pos | Il Sim | Cardiomiotomia ha 15 anos; CChCr - ICC

B88-0414 | MEC 46 4,8 0 0 0 0 v Sim | Cardiomiotomia h& 13 anos. Diametro Cd = 1,5cm

B89-1005| MEC 62 3,9 0 0 0 0 \Y Sim | Disfagia ha varios anos

B90-1415| MEC 42 4,0 0 0 0 0 \% Sim | Disfagia ha 16 anos. Sem cirurgia anterior

B91-1989 | MEC 45 4,1 0 0 0 0 v Sim | Disfagia ha varios anos

E11 MEC 38 3,9 0 0 0 5 Pos | IV Sim | Cardiomiotomia h&a 9 anos

HE10-86 | MEC 43 2,6 0 0 0 0 - - Cardiomiotomia hé alguns anos. Megacoélon. CChCr

ML28-84 | MEC 28 3,3 - 5 46 44 n - CChCr. Anel juncéo esofagogéstrica (5 lam=4 neurdnios)

ML34-87 | MEC 71 53 R 0 0 0 v sim | Ninho T. cruzi no eséfago — Trabalho Imuno-histoquimica.
CChCr — Megaco6lon — ME perfurado terco distal

E26 MEC 54 3,5 - 0 3 3 Pos 1 Sim | Sem cirurgia anterior

MEC = megaesbfago chagéasico; Diam = didmetro max@tnoesdfago; Contagem neuronal: nimero de
neurdnios em 5 cortes histologicos de cada anetatgss inferior (TI), médio (TM) e superior (TS)ee 10
cortes (5 de cada um dos 2 fragmentos longitudic@is extensdo de 2,5cm) da regido da cardia (Qb);=P
positivo; Grau ME = grau de megaeséfago. CChCr #diGpatia chagasica crbnica. ICC = insuficiéncia
cardiaca congestiva; TCE = traumatismo cranio-éticef
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Quadro 4 - Grupo CSME

Distribuicdo dos casos do grupo chagasico sem megafago segundo idade, didmetro méaximo
do esbéfago, contagem neuronal no plexo mientérico &lE e dados/observacdes correlatas.

CASO |GRUPO IDADE | Diam Cd TI ™ TS | PCR |Disfagia Observacgoes
(anos) | (cm)
El CSME 74 1,6 83 58 93 1 - Ndo |CChCr - ICC; Megacélon
E3 CSME 49 11 | 48 | 165 | 114 | 152 - N&o |CChCr - HAS
E4 CSME 61 16 | 48 20 68 60 | Pos | N&o |CChCr— Morte subita
E7 CSME 66 1,4 0 28 03 11 Pos N&o |CChCr - Morte subita. Discreto espessamento da muscular na Cd
E9 CSME 47 1,3 0 98 03 60 Ng Ndo |[CChCr-ICC
E14 CSME 70 17 | 78 | 157 | 154 | 72 | Ng N&o |CChCr-ICC
E15 CSME 40 1,9 9 44 36 14 Ng Sim; [ CChCr - ICC. Disfagia sem dilatacdo, mas com discreto afilamento na
meses |Cd =1,4cm (Tl =1,9cm)
ML27-87 | CSME 60 1,7 | 28 65 78 30 - - Cardiopatias isquémica e chagasica cronica
E10 CSME 49 1,8 19 13 0 0 Pos Ndo |TCE. Chagasico assintomatico. Sem afilamento do Cd=2,2cm (TI=1,8cm)
E13 CSME 52 1,1 | 216 | 141 90 92 Pos Nado | Alcoolismo; endocardite séptica
E23 CSME 38 15 | 328 | 138 | 208 | 100 - - Chagésico assintomatico; provavel forma indeterminada. TCE.
HE06-03 [ CSME | 93 |19 | 3 |156 | 75 | 56 B r?q'e";eg CChCr; cancer de pulm3o. Cd = Tl = 1,9cm.
HE26-99 | CSME 72 1,7 | 111 | 208 | 110 - - CChCr; megacdlon (C47=E28); megavesicula
E22 CSME 66 1,9 143 | 129 | 87 Ng - CChCr e isquémica - ICC.
ML37-85 | CSME 77 2,3 a4 09 a1 - R CChCr e hipertensiva . Anel antigo na jungéo esofagogastrica (5 lam =8
neurdnios)
HE54-85 | CSME 51 2,2 08 0 50 - - CChCr. Morte Subita. Sem afilamento da Cd (diametro similar ao TI)
ML13-86 | CSME 44 1,8 175 | 157 | 45 - Ndo |CChCr - Morte subita
HE24-86 | CSME 43 2,2 189 39 05 - Ndo |[CChCr-ICC
ML26-86 | CSME 29 1,6 140 | 136 | 34 - Sim | CChCr — Morte Subita. Necessitava ingerir 4gua nas refei¢cdes. Cd = Tl
ML44-86 | CSME 20 1,9 97 | 138 | 16 - - CChCr — Morte Subita.
ML52-86 | CSME 45 1,5 19 0 0 - - CChCr - ICC
ML80-86 | CSME 45 1,8 99 122 10 - - CChCr
ML14-87 | CSME 38 2,3 147 | 107 | 95 - - CChCr . Anel antigo na juncéo esofagogastrica (5 1am = 52 neurdnios)
ML21-87 | CSME 44 1,9 57 | 33 | 57 - - CChCr
HE60-88 | CSME 59 1,8 37 67 71 - - CChCr
HEB81-88 | CSME 73 1,9 161 | 129 60 - - Chagasico assintomatico. Morte violenta
ML13-89 | CSME 51 1,7 0 13 72 - - Chagésico assintomatico. TCE. Sem afilamento de Cd=2,2cm (T1=1,7cm)
HE62-92 | CSME 50 1,8 53 30 46 - - Chagésico assintomatico. Alcoolismo; cirrose.

CSME = chagasico sem megaes6fago; Diam = didmedranmo do es6fago; Contagem neuronal: nimero de
neurdnios em 5 cortes histologicos de cada anetatgss inferior (TI), médio (TM) e superior (TS)een 10
cortes (5 de cada um dos 2 fragmentos longituditais extensédo de 2,5cm) da regido da cardia (Ctlg =
negativo; Pos = positivo. CChCr = Cardiopatia claggécronica. ICC = insuficiéncia cardiaca congesfi CE
= traumatismo cranio-encefalico.
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A Tabela 3 mostra o resultado da comparagdocdatagem neuronal ao HEno
plexo mientérico do eséfagem cada grupode estudosegundo a regido estudadeEm
todos 0s87 casosforam analisadagyelo menos, trés regidesNo Tl e TM foi possivel
avaliar todos os 87 casos (NC = 19, MEI = 18, MEE2=e CSME = 28). Entretanto, no TS
foram avaliados 83 casos (NC = 18, MEI = 16, ME€2=e CSME = 27) e, na extremidade
distal (Cd), s6 foi possivel analisar 62 casos €\NI2l, MEI = 16, MEC = 19 e CSME = 13).

Tabela 3 - Mediana (Med), valores minimo (min) e mdmo (max) da contagem neuronal ao HE
no plexo mientérico de cada regido do eséfago, sedo o grupo de estudo.

REGIAO Cd Tl ™ TS
GRUPOS Med min—-max Med min—-max Med min—max Med min—maéx
NC 2442  48-400 188%  102-300 1822 40-287 128,5° 59-253
MEI 0P 0-82 0,5° 0-113 1,5°¢  0-234 6,5°°  0-406
MEC o° 0-7 0P 0-154 oP 0-79 o° 0-63
CSME 48%  0-328 97,5¢ 0-208 76,5° 0-208 50° 0-152

Teste: Kruskal-Wallis. Letras iguais neslunasindicam que ndo houve diferenca estatisticamegtafisante
entre os grupos (p>0,05) e letras diferentes dendtferencas significativas (p<0,05). NC = ndo dsacp; MEI
= megaesodfago chagasico; MEC = megaesodfago chag&S$&E = chagasico sem megaesbtfago.

A analise da Tabela 3 evidencia que, @@ houve denervacdo estatisticamente
significante nos grupos MEI e MEC em relacdo aagpgs NC e CSME, 0s quais ndo
diferiram entre si, estatisticamente. Nota-se, #mb que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos MBAEC. Observa-se que, nesta regiao, a
contagem neuronal conseguiu separar nitidamentgrgsos com e sem megaesoéfago.
Entretanto, os valores minimo e maximo (0 - 328ya@l#agem neuronal mostram a extrema
variabilidade no grupo CSME, pois, embora a dermg@wanédia neste grupo, na Cd, tenha
sido aproximadamente 80%, analisando-se os caslaslasnente, observa-se sobreposi¢ao
de alguns desses casos com 0s megas e, outrosasomdo grupo NC.

Como regra geral, observou-se nos megas, agangioow hipoganglionose com
denervacao maior que 95% na Cd. Contudo, houve ekee6es no grupo MEI, um caso
com denervacgéo de 86% (B09-0374) e, outro, de @i¥8-4506).

Com relacédo adl, houve denervacao significante nos grupos MEC, BIEISME
quando comparados ao NC. A denervacdo média n@ @GME foi de aproximadamente
de 52%, tendo sido menor que nos grupos MEC e ME&lguais nao diferiram entre si,
estatisticamente. Esses dados mostram de certa fgue esta também é uma boa regido

para a andlise da denervacao, pois permite, de e a diferenciacdo entre os grupos
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com e sem mega. A exemplo do descrito para a @yra geral no Tl foi aganglionose ou
hipoganglionose intensa com denervacédo maior qée & megas. Todavia, houve uma
excecdo no grupo MEI, com denervacéao de apenasnd0Ph (B09-4506) e, duas excecdes
no grupo MEC, com denervacao de 81% em um casoGiENe de apenas 18% em outro
(HE 25-07).

Quanto adr'M eTS, houve denervacdao significante nos grupos MEC, 8IESME
em relacdo ao NC e, do MEC, em relacdo ao CSMEeZatsses dados indiquem que
denervagao nessas regides seja menos importagtelgsencadear megaesodfago e que as
melhores regifes para o estudo de megaesodfago Jdja@nCd. Em nosso material, a
denervacdo no MEC foi mais uniforme, com raros €a@ada apresentando neurdnios.
Entretanto, no grupo MEI foi menos uniforme, talyErque neste presente estudo havia
casos com pouco tempo de doenca. O grupo CSME dstahte heterogéneo com

denervacdo bem variavel de um caso para outro.

A Tabela 4apresenta o resultado da comparacacotgéagem neuronal ao HEno
plexo mientérico, en88 dos 87 casos)os quais foi possivel realizar a andlise giaatro
regidesdo es6fagosegundo o grupo de estudo.

Tabela 4 - Mediana (Med), valores minimo (min) e mdmo (max) da contagem neuronal ao HE
no plexo mientérico, em cada regido do eséfago, sago o grupo de estudo.

REGIAO
Cd TI ™ TS

GRUPOS

N Med min—-max Med min—max Med min—max Med min—max
NC* 13 248"  48-400 184 102-300 161°%" 40-287 107" 59-238
ME 14 of 0-82 0,5 0-113 3f 0-234 12,5' 0-406
MEC* 19 of 0-7 of 0-154 0f 0-79 of 0-63
CSME* 12 38 0-328 81,5 13-165 76,5 0-208 58" 0-152

*Teste - ANOVA com medidas repetidas; **Teste: Hriwan. Letras iguais ndmhas indicam que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre @gdes em cada grupo (p>0,05) e letras diferentemtdmn
diferencas significativas (p<0,05); NC = ndo chaggsMEI| = megaes6fago chagasico; MEC = megaesbfago
chagésico; CSME = chagasico sem megaesbfago.

A Tabela 4 mostra que no grupdC (controle) ha um numero significantemente
maior de neurdnios na Cd em relacdo ao TM e TSem, diferenca estatisticamente
significante, em relacdo ao TI. Nota-se, ainda,omaiimero de neurénios no Tl quando
comparado ao TS. Observa-se que os valores dd'M sdo intermediarios entre Cd e TS,

evidenciando um aumento da populacdo neuronalmameeranio-caudal.
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Nos grupos MEI e MEC nao houve diferenca estatistente significante na
contagem de neurdnios entre as regides, obsensmdirequentemente, aganglionose.
Entretanto, em alguns casos, ainda havia frequer@nios, principalmente nas regides
proximais.

No grupo CSME, o percentual médio de denervacaenioiorno de 85% na Cd, e de
46% a 55%, nos tercos esofagicos. Entretanto,zgleta heterogeneidade deste grupo, néo
houve diferenca estatisticamente significante esdreegides. Interessante destacar que dois
casos deste grupo, em que havia referéncia a @istéag vida (HE06-03 e E15), a maior
denervacao era na Cd e, em ambos, ultrapassava®&9as nesta regido. Contudo, outros
dois casos com denervacao similar, segundo osifaes] ndo queixavam de disfagia em
vida.

Embora ndo tenha sido objetivo deste presente @stiudante o exame das laminas
para contagem neuronal pudemos observar diversaages como ganglionite e miosite.
As Figuras 5 a 28 exemplificam o aspecto microsmdpiais frequente, distribuido em uma
prancha para cada grupo de estudo, tanto nas l&moradas ao HE, como por imuno-
histoquimica.

No grupo NC (Figuras 5 a 10)ndo foi vista miosite em nenhum caso, porém
ganglionite discreta, compreendida como a presatganfiltrado predominantemente
mononuclear discreto, foi vista, pelo menos em weg#&#o, em todos 0s casos. No entanto,
nao havia alteracdes degenerativas nos neurdériagjas se mostravam bem preservados,
tanto ao HE quanto a imuno-histoquimica e foranogiyasos sanguineos no interior dos
ganglios. Em raros casos parecia haver espessamentascular circular e distribuicdo das
miocélulas em diferentes sentidos na regido matald{Cd), lembrando um esfincter
anatomico.

No grupo NC o numero de neurdnios nas 5 lamindskleariou de 40 a 300 células
na Cd e de 48 a 400 nos ter¢dsexo 3).

As figuras 8, 9 e 10exemplificam o modo como foi feito o estudo quatitro de
neurénios inibitérios (NOS+jersus excitatorios (SP+). Em um corte histolégico corpdo
HE eram contados todos os neurdnios do plexo nmieotéFig. 8). Em cortes pareados,
corados por imuno-histoquimica, um para NOS e opam SP, eram computados 0s
neurdnios positivos. Posteriormente, calculava-peroentual positivo para cada anticorpo,
em relacdo ao numero total obtido ao HE, considecano 100%. Alguns neurdnios ndo
se coravam com nenhum desses anticorpos, coma j@sperado, pois existem outros

neurotransmissores, além dos que foram utilizadsterestudo.
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Grupo NC

Figuras 5 a 10 - Fotomicrografias do grupo controle ~ — ndo chagasico (NC)

Na Fig. 5 observa-se plexo mientérico normal e camada muscular circular, sem miosite, que
apresenta area de espessamento neste corte longitudinal (Cd) da regido correspondente ao
esfincter inferior do eséfago (HE, 100x). A Fig. 6 representa o padrdo mais frequente neste grupo:
ganglionite discreta, neurbnios normais e vasos sanguineos de permeio (HE, 400x). Na Fig. 7
nota-se ganglio com grande nimero de neurfnios, que estava localizado na parte proximal do
fragmento longitudinal da Cd (HE, 100x). As Figs. 8, 9 e 10 representam cortes seriados de um
mesmo ganglio no qual se observam 3 neurdnios corados pela técnica de HE (Fig. 8 - 400x),
sendo que pela técnica de imuno-histoquimica, 2 deles foram positivos para NOS (Fig. 9 — 400x) e
um para SP (Fig. 10 — 400x). Notar que filetes nervosos SP positivos envolvem neurénios SP
negativos.
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As Figuras 11 a 16ilustram as alteracdes mais frequentes gnopo MEL.
Ganglionite foi um pouco mais frequente neste grgpe no NC, mas bem menos intensa
que no grupo MEC. Granuloma no plexo mientéricovisio em um caso, assim como um
caso apresentou miosite discreta e focal. Nototasa)ém, fibrose no plexo mientérico em
varios casos, por vezes aderindo os ganglios autaus€ibrose focal foi vista na muscular
em raros casos, notando-se ocasionalmente migeit@djacente, sugerindo alteracdo
isquémica. Notou-se aganglionose difusa (ausérecigedronios em todas as regides) em 3
(17%) casos e, em outros 7 (39%), observou-se ai@dipnose muito intensa,
encontrando-se rarissimos neurbnios em algumade@nexo 4). Em 7 (39%) casos
havia denervacgédo intensa na Cd e Tl e menor deg@mvao TM e/ou TS. Apenas em um
(5%) caso ndo havia denervacdo intensa na Cd dloasle paciente tinha queixa de
disfagia para solidos somente ha 15 meses (B0943G6 figuras 15 e 16 mostram
neurénios inibitérios (NOS+) e excitatorios (SPejrbpreservados. Embora ndo tenha sido
feita medida do diametro dos neurdnios, em varas®€ do grupo MEI, pareciam maiores

que os do grupo NC, ou seja, tinham aspecto hgiexdio.
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Grupo MEI

Figuras 11 a 16 - Fotomicrografias do grupo megaesofago idiopatico (M El)

Na Fig. 11 observa-se o padrdo mais frequente neste grupo: aganglionose e inflamacédo crénica
no plexo mientérico (HE, 200x). Na Fig. 12, neurbnios residuais que foram vistos mais
frequentemente no TM e no TS, por vezes hipertrofiados (HE, 400x). Na Fig. 13 observar a
camada muscular sem miosite, que foi o padrdo usual no MEI (HE, 100x). Na Fig.14 observa-se
ganglionite e hipoganglionose com fibrose aderindo o ganglio ao tecido em torno (HE, 400x). Na
Fig. 15 nota-se ganglio do TS corado por imuno-histoquimica apresentando 4 neurdnios positivos
para NOS e um negativo (400x). Na Fig. 16 nota-se apenas um neurdnio positivo para SP (400x).
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As Figuras 17 a 22lustram as alteracdes mais frequentegmmpo MEC. Miosite,
ganglionite, fibrose no plexo e na muscular, fomrhados frequentes e intensos, além de
aganglionose. Nenhum neurénio foi visto, em nenhregeio (aganglionose difusa), em 13
(59%) casos e, em outros 6 (27%) dos 22 casosugm MEC, observou-se aganglionose
ou hipoganglionose muito intensa em pelo menoss3idagides estudadas, encontrando-se
rarissimos neurdnios, por vezes com alteracéendegfevag Anexo 5).Em 2 (10%) casos
ainda havia esparsos neurdnios no TM e TS e, apends(5%) caso, a denervacgao intensa
era localizada somente em uma regido. Este ultiaso ¢HE25-07), que tinha queixa de
disfagia apenas ha 18 meses, apresentava agarsglioaoCd; porém, no Tl a denervacéo
era discreta (18%) e, em torno de 50%, no TM e TS.

Granulomas no plexo mientérico foram vistos em deetdos casos de MEC, em
pelo menos uma regido. Miosite crénica foi vista &mdos os casos deste grupo,
ocasionalmente formando granuloma focal.

As figuras 21 e 22 mostram neurdnios inibitério©O@+) e excitatérios (SP+) com
discreta retracdo citoplasmatica, comum em mateiido de necrdépsia, porém com

marcacdo bem evidente e discreta ganglionite.
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Grupo MEC

Figuras 17 a 22 - Fotomicrografias do grupo megaesodfago chagasico (ME C)

O padrao mais frequente neste grupo foi miosite crbnica (Fig. 17 - HE, 100x) e aganglionose com
ganglionite crénica (Fig. 18 - HE, 100x). Um unico caso deste grupo, com diagndstico de
megaesofago discreto e recente, apresentou aganglionose apenas na Cd (Fig. 19- HE, 200x). Nas
demais regides desse caso, observaram-se frequentes neurdnios em meio a ganglionite (Fig. 20 -
HE, 400x). As Fig. 21 e 22 mostram, no Tl deste mesmo caso, maior nimero de neurénios NOS
positivos (Fig. 21- NOS, 400x), em relacdo aos SP positivos (Fig. 22 - SP, 400x).
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As Figuras 23 a 28lustram as alteracdes mais frequentegmpo CSME.

Ganglionite foi vista em todos os casos, sendo,s nr@quentemente, discreta,
ocasionalmente moderada, podendo ser percebidaneséno nas laminas coradas por
imuno-histoquimica. Todavia, a intensidade da danigé no grupo CSME era, em geral,
menor que no grupo MEC e mais frequente que nqegriMEl e NC.

Miosite, predominantemente discreta, foi vista emsntla metade dos casos. Foram
identificados, ainda, esparsos focos de fibrosplexo e na muscular. Essas alteracdes, em
geral, eram mais discretas e menos frequentesajgeipo MEC.

A denervacao foi muito variavel, observando-se €a@son numero de neurdnios ora
semelhante ao grupo NC, ora proximo do grupo MEjuAs casos mostravam denervagao
intensa em diversas regides, porém outros eramhatgsogéneogAnexo 6).

Em 4 (31%) dos 13 casos de CSME em que foi posaigehtagem neuronal na Cd,
havia denervacdo maior que 95% nesta regido. @sised pacientes queixavam de disfagia
antes do Obito, conforme ja referido anteriormeiiieses dois pacientes com disfagia
apresentavam denervacao de 77% e 27% no Tl e,tas alois, de 85% e 48%. O estudo
imuno-histoquimico foi possivel em 3 desses 4 ca&sws denervacado intensa na Cd e
evidenciou certa desproporcado de N@&sus SP, com perda maior de NOS no caso com
disfagia (E15), o que nao foi visto nos outros dpie ndo apresentavam queixa de disfagia.
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Grupo CSME
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Figuras 23 a 28 - Fotomicrografias do grupo chagasico sem megaesotfago (CSME) Neste

grupo observaram-se frequentes ganglionite (Fig. 23 - HE, 400x) e miosite crbnica (Fig. 24 - HE,
400x), embora menos intensas que no MEC. Houve grande variacdo na contagem neuronal neste
grupo. As Figs. 25 a 28 mostram neurbnios corados por imuno-histoquimica, notando-se
ganglionite na Cd (Fig. 25 - NOS, 400x; Fig. 26 - SP, 400x) e sem ganglionite no TM (Fig. 27 -
NOS, 400x; Fig. 28 - SP, 400x).



3.

positivos (inibitérios) versusSP positivos (excitatorios)
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O Quadro 5 mostra o resultado da contagem do tipo de neurdoioplexo

Avaliacdo através de imuno-histoquimica da proporgéd de neurdnios NOS

mientérico do esbfago através de imuno-histoquinmoa 28 casosem que foi possivel

realiza-la nagjuatro regides(NC = 6, MEI = 7, MEC = 7 e CSME = 8), marcandoesen

NOS os neurdnios inibitorios e, coBP, os neurdnios excitatorios, tendo como referencial

de 100% o numero obtido na lamina pareada, cométEa

Quadro 5 - Distribuicdo dos casos segundo grupos destudo,

namero de neurdnios/percentual
correspondente no plexo mientérico, ao HE e imunoidtoquimica - neurdnios imunorreagentes a NOS
(inibitérios) e a SP (excitatérios) - na cardia e os diferentes ter

os esofagicos.

Cd - nimero Cd % Tl - nimero Tl % TM - nimero ™ % TS - nimero ‘ TS %

Caso Grupo
HE | NOS |SP | HE [NOS|SP | HE |[NOS [SP | HE | NOS |SP |HE |[NOS| SP | HE |[NOS| SP | HE |[NOS| SP | HE |NOS| SP
E2 NC (59 | 40 | 6 |100| 68 |10 | 48 | 31 | 7 | 100 | 65 |15|62 | 44 |12 |100| 71 | 19 |55 |52 | 2 |100| 94 | 4
E5 NC 72 52 8 (100 | 72 |11 | 38 | 26 7 | 100 | 68 (18 |29 |18 4 /100 | 62 | 14 | 32 | 28 2 |100 | 87 6
ML29-87 | NC 62 43 8 |100 | 69 |13 | 43 | 26 6 | 100 | 60 |14 |32 | 26 2 | 100 | 81 6 | 32 | 30 1 100 | 94 3
HE90-98 | NC 87 60 |21|100| 69 |24 | 25 | 16 5 | 100 | 64 (20|48 | 30 | 13 (100 | 62 | 27 | 17 | 12 2 [100| 71 | 12
HE25-99 | NC 50 36 100 | 72 |10 | 41 | 31 8 | 100 | 76 |19 12 7 3 |100| 58 | 25 | 39 | 34 3 [100| 87 8
HE43-99| NC |46 | 29 | 8 |100| 63 |17 | 25 | 16 | 6 | 100 | 64 |24 |40 | 24 100 60 |22 (37 |35 | 1 [100| 95 | 3
B06-4421| MEI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0|69 |42 |10 (100 | 61 | 14 | 36 | 27 3 [100| 75 8
B07-2719| MEI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 O |55 |44 |10 |[100| 80 | 18
B07-2941| MEI 2 1 0 | 100 | 50 0 2 2 0 | 100 | 100 | O | 10 8 1 (100| 80 | 10 2 2 0 (100|100 | O
B09-0374| MEI & 2 1 |100| 67 [33| O 0 0 0 0 0| 1 1 0 [100 (100 | O 4 8 0 [100| 67 0
B09-4506| MEI 7 & 2 1100 | 43 |29 | 8 B 1 [100| 62 |12| 8 6 1 (100| 75 | 12 B 4 0 [100| 80 0
B02-4057| MEI 0 0 0 0 0 1 1 0 | 100 | 100 | O | 19 | 16 1 (100 | 84 77 | 58 8 [100| 75| 10
B11-3879| MEI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|15 | 12 1 |100| 80 7
ML97-85 | MEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0, 3 2 0 |100 | 67 0 |20 18 0 [100| 90 0
HE30-00 | MEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HE46-01 | MEC 0 0 0 0 0 0 5 8 1 [(100| 60 |20| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E8 MEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E21 MEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0 4 4 0 (100|100 | O
E24 MEC 4 3 0 |100| 75 | O 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0 5 3 1 |100| 60 | 20
HE25-07 | MEC | 0 0 0| 0|0 |0|32 |30 |1|100| 94 |3 25|22 | 1 (10088 | 4 |15 |13 | 1 |100| 87 | 7
E1 CSME | 19 14 2 [100| 74 | 11 9 5 1 |100| 55 (11|17 | 12 2 |100| 72 | 12 0 0 0 0 0 0
E3 CSME | 30 24 3 |100| 80 |10 | 35 | 31 2 | 100 | 89 6126 | 24 | 0 |100| 92 0 | 45 | 38 0 [100| 84 | O
E4 CSME | 11 8 0 (100 73 | O 10 9 1 (100| 9 |10| 7 5 0 |100| 71 0 18 | 18 0 (100|100 | O
E7 CSME| O 0 0 0 0 0 6 5 1 (100| 83 |17 1 1 0 |100(100| O 5 4 0 [100| 80 0
E9 CSME| 6 5] 0 |100| 83 | O 26 | 22 4 |100 | 8 |15| 1 1 0 |100(100| O 17 | 14 0 [100| 82 0
El4 CSME | 38 30 4 (100 79 |11 | 22 | 20 1 (100 | 91 5|66 | 53 3 | 100 | 80 5 9 8 0 [100| 89 0
E15 CSME | 12 7 3 |100 | 58 | 25 7 6 0 | 100 | 86 0| 9 7 0 |100| 78 0 6 5 0 [100| 83 0
ML27-87 | CSME | 18 12 1 |100 | 67 6 | 35 | 27 2 | 100 | 77 6|16 | 12 0 (100 | 75 0 6 4 0 [100| 67 0

NC = néo chagasico-controle;CSME = chagasico sem megaesofag)EC = megaesdfago chagasicoMEIl =
megaesoOfago idiopaticoCd = Cérdia; Tl = Terco Inferior; TM = Tergco Médio; TS = Tergo Superior.
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Como se observa no Quadro 5, a variabilidade fandg quanto ao percentual de
cada tipo de neurdnio e, por outro lado, a quattidde neurdnios nos megas foi muito
pequena.

O Gréfico 1 compara as medianas do numero de neurdonios NGS*+eem cada

regido, segundo os grupos de estudo.

Mediana dos Grupos
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Grafico 1 — Medianas do numero de neurdnios NOS+ e  SP+, em cada regido, segundo
0s grupos de estudo.

™ 5

NC = nédo chagasico-controle; MEI = megaesodfago idiopatico, MEC = megaesotfago chagasico; CSME = chagasico sem
megaesofago; Cd = Cardia; Tl = Terco Inferior; TM = Terco Médio ; TS = Terco Superior.

Como se observa no Grafico 1, ha uma quantidademaior de neurénios NOS+
(inibitorios), que SP+ (excitatorios), em todas ragibes, notando-se perda neuronal
(denervacédo) de ambos os tipos de neurdnios npsgrom megaesotfago, sobretudo na Cd
eTl

A comparacdo do numero de neurbnios NOS+ e SP+ @estrgrupos (Teste de
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Kruskal-Wallis), em cada regido, seguiu o resultabtdo na comparacdo da contagem
neuronal ao HE, n&o evidenciando tendéncia de &dongior de neurénios NOS ou SP em
nenhum grupo.

Vale ressaltar que trés casos apresentaram pegsitdetveducao de neurénios NOS+
(inibitérios) na Cd maior, desproporcionalmente,das SP+ (excitatérios): dois no grupo
MEI (B09-0374 e B09-4506) e, outro, no grupo CSMEX), que tinha queixa de disfagia.

A Tabela 5apresenta o resultado da comparacao da contagaesudinios NOS+
no plexo mientérico, nos 28 casos em que foi pekskalizar a analise imuno-histoquimica

nas quatro regides do esdfago, segundo o grupstaeoe

Tabela 5 - Mediana (Med), valores minimo (min) e mémo (méx) da contagem de neurdnios
NOS positivog no plexo mientérico, em cada regido do eséfagegsindo o grupo de estudo.

REGIAO
Cd TI ™ TS
GRUPOS
N Med min—-max Med min—max Med min—max Med min—max

NC* 6 417 29-60 26' 16-31 25" 7-44 327 12-52
MEI* 7 0 0-3 of 0-5 6' 0-42 12f 2-58
MEC* 7 0 0-3 of 0-30 0f 0-22 of 0-18
csME* 8 10 0-30 14° 5-31 9f 1-53 6 0-38

*Teste: Friedman. Letras iguais nagas indicam que ndo houve diferenca estatisticamegtefisante entre as
regides em cada grupo (p>0,05) e letras diferedertam diferencas significativas (p<0,05); NC =0 na
chagasico; MEI = megaesodfago chagésico; MEC = n#édago chagasico; CSME = chagasico sem megaesobfago.

A Tabela 5 mostra que ndo houve diferenca estatimgnte significante na

contagem de neurdnios NOS+ (inibitorios) entreeggdes, em nenhum grupo de estudo.
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A Tabela 6 apresenta o resultado da comparacdo da contagemaud@niosSP+
(excitatorios), no plexo mientérico, nos 28 casos em que foi peksealizar a analise

imuno-histoquimica nas quatro regides do es6fasguredo o grupo de estudo.

Tabela 6 - Mediana (Med), valores minimo (min) e mdmo (max) da contagem de neurdnios
SP positivos no plexo mientérico, em cada regido do eséfagegsindo o grupo de estudo.

REGIAO

Cd TI ™ TS
GRUPOS
n Med min—max Med min—max Med min—max Med min—-max
NC* 6 8f 5-21 6™ 5-8 6" 2-13 29 1-3
MEI* 7 0 0-2 o' 0-1 1f 0-10 17 0-10
MEC* 7 0 0-1 of 0-1 o' 0-1 0f 0-1
csME* 8 1 0-4 1f 0-4 o' 0-3 of 0-0

*Teste: Friedman. Letras iguais rlathas indicam que ndo houve diferenca estatisticamagtéfisante entre as
regides em cada grupo (p>0,05) e letras difereder®tam diferencas significativas (p<0,05); NC =0 na
chagasico; MEI = megaesodfago chagésico; MEC = neédago chagasico; CSME = chagasico sem megaesobfago.

A Tabela 6 mostra que no grupdC (controle) ha um numero significantemente
maior de neurdnios SP+ (excitatérios) na Cd engéelaao TS. Nos demais grupos, néo
houve diferenca estatisticamente significante maagem de neurdnios excitatorios entre as
regides.Vale ressaltar que o caso de MEC com aganglionas€d e sem denervagao
intensa nos tercos (HE25-07) apresentou maior &xde neurbnios SP+ (excitatorios) nos

tercos esofagicos, em relacdo aos NOS+ (inibitprios






82

1. Dados Gerais

A média daidade no grupo MEI deste estudo é semelhante a daddisedztura
(HOCHINO et al., 2013; SODIKOFF et al., 2016). fron pouco menor no MEI que nos
demais grupos deste estudo; contudo, essa difendctoi estatisticamente significante. A
escolha dos casos dos grupos NC e CSME para e¢stlo dei feita inicialmente tentando
parea-los ao grupo MEC, para evitar viés eventuatecorréncia da denervacao esofagica
fisiol6gica, que pode ocorrer com o envelheciméRIOBERLE, 1968). O grupo MEI foi
formado de modo sequencial, a medida que recebiasnpscas de esofagectomia, pois esse
era o grupo mais dificil de obter casos em nosgi@ae Todavia, a menor idade do grupo
MEI em relagdo ao MEC poderia ser pela doencarsangiidade mais precoce, ou talvez
porque a intervencdo cirargica de esofagectomiare@go em nossa instituicdo, mais
precocemente no MEI do que no MEC. Ademais, vatesos do grupo MEC foram de
necropsias, ao contrario do grupo MEI. Vale lemlai@mda que os pacientes chagasicos
frequentemente provém da zona rural, na qual édominecido esse problema de disfagia e,
0 paciente, sem maiores recursos financeiros, muéaes demora a buscar auxilio médico,
usando por muitos anos a manobra de ingerir ngugdh durante as refeicdes para vencer
mecanicamente a resisténcia do EEI. Por outro adéEl pode surgir em uma faixa etaria
mais precoce e de modo rapido, em pacientes queap@sentavam nenhum problema
anterior e, que assustados, além de terem maigléae na zona urbana, buscam mais
rapidamente o auxilio médico.

Com relacédo asexq talvez o visto no grupo MEI seja o que mais gponda ao
que se observa clinicamente e, em outros estudgeghs cirargicaHOCHINO et al.,
2013; SODIKOFF et al., 2016). Embora MEC e doengaChHagas sejam, em geral, um
pouco mais frequentes no sexo masculino, a difaremgis acentuada no presente estudo,
deve-se provavelmente ao fato de termos trabalhed® com casos de necropsias, que na

UFTM, séo autorizadas mais frequentemente em homensm mulheres.
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Quanto a dilatacdo esofagica, dois casos de megpsedente estudo apresentavam
diametros menores que o caracteristico para o0 diagnosticatoaropatolégico
macroscopico de megaeséfago (ADAD et al., 199T)dsaum do grupo MEI (2,2cm) e
outro de MEC (2,4cm). Esses casos foram mantidste mstudo porque tinham diagnostico
clinico-radiologico pré-cirurgico (MEI) premortem (MEC) de megaeséfago. Além disso,
ao contrario dos casos dos grupos NC e CSME, ayieesan menor didametro na cardia que
no TI, confirmando o afilamento desta regido quegemal ocorre no megaesofago (Adad,
1989; Rezende, 1982). O caso do grupo MEI (B12-B&G6bém apresentava hipertrofia da
muscular, que tinha espessura de 0,3cm no Tl eéflguanto nos controles a muscular
tinha em geral espessura de 0,1 a 0,2cm. Ademsis, aciente fora submetido a
cardiomiotomia 3,5 anos antes, o que pode favonezhrcdo da dilatacdo do 6rgdo. Por
essas razoes, acreditamos ser valida a regradgedhhgnosticar macroscopicamente como
megaesobfago, o 6rgdo com didmetro a partir de 2,8p6s fixacdo em formol, proposta por
Adad et al. (1991). Porém, acreditamos que nosscesm diametros entre 2,0 e 2,5cm no
TIl, seria necessario analisar também outros eleme@ melhor deles seria a correlacéo
clinico-radiologica, que muitas vezes ndo € pos&inematerial de necropsia. Entretanto,
um dado muito util é verificar se existe afilamento extremidade distal do eséfago, pois
nos controles, o diametro nesta regidao é um pouwaiorngue no Tl (ADAD, dados néo
publicados). Outro elemento que poderia auxiliastanecaracterizacdo macroscoépica de
megaesotfago é o possivel espessamento/hiperteofiaudcular, a exemplo do proposto no
megacolon (ADAD, 1996), aonde esta caracterizagéwatse ainda mais dificil, devido a
distensdo por gases. Embora no es6fago, nédo sefartidum a distensgmstmortem como
no colon, alguns casos apresentam dilatacdo dispret refluir conteddo gastrico apos o
Obito. A hipertrofia da muscular € um achado comiamo no MEC, quanto no MEI
(KOBERLE, 1963b) e constitui um indicativo de qudilatacao € permanente (ADAD et al,
1991). Apesar de tudo o que foi exposto, ainda m@odwver, ocasionalmente, uma
dificuldade: a definicdo de megaesdfago em um dieg&om importante denervagdo que
esteja migrando de uma forma anectasica para egtégie certamente ndo deve ocorrer de
um dia para outro, pois provavelmente a dilatagifas gradual e lentamente. Alteracéo

similar podera ocorrer em relacdo ao grupo idigpati
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2. Andlise geral da denervacdo — contagem neurore cortes corados por HE

Com relacdo a contagem neuronal, nossos dadosamawsirno es6fago normal
(NC), maior namero de neurbnios na Cd em relacddMoe TS, evidenciando maior
populacdo neuronal no sentido cranio-caudal, cana estabilizacdo a partir do Tl, o que
estd de acordo com os dados de Koberle (1963&8dEntanto, nesta regido avaliamos
cortes longitudinais ao invés de anéis. Na realidadd alguns anos, quando iniciamos um
estudo piloto da regido distal, retiramos em maid@ casos do presente estudo, um anel na
regido imediatamente acima da jungcdo escamo-coliwem, como dados da literatura
(LIBERMANN-MEFFERT et al., 1979) sugeriam que o Eé&iflia uma extenséo longitudinal
de 2,5 a 3,1cm (pequena e grande curvatura), optapmw amostrar duas faixas
longitudinais de 3,5cm, na pequena e grande cuejaitticiando 0,5cm abaixo da juncao
escamo-colunar. Todavia, ao iniciarmos as contagens$lE, preferimos delimitar uma
extensdo de 2,5cm em cada uma das duas faixasuldingis, para analisar area similar a
dos anéis esofagicos normais (perimetro em torrcag, pois assim poderiamos comparar
com a contagem neuronal nos tercos esofagicos. #dmlegia de contagem neuronal
utilizada no presente estudo foi basicamente sirailariada por Koberle, utilizada por ele e
seus colaboradores em diversos estudos (KOBERLE&L,18963a, b, 1968; KOBERLE,
PENHA & KOBERLE, 1961). Entretanto, apés traballtam esta mesma metodologia
(ADAD et al., 1991), verificamos que, no esbéfagonmal, as contagens estabilizavam com
cerca de 4 a 5 cortes escalonados; por isso, orolmhedaminas utilizadas neste estudo foi
de 5 ao invés de 20 cortes para cada bloco.

Nossos achados mostram que a denervagdo média, ma Grupo CSME como um
todo, foi evidente e em torno de 80-85%, o0 queriestde acordo com a afirmativa de
Kdberle (1968) de que o limite critico de denereapara desencadear megaesoéfago seria
cerca de 90 ou 95%. Todavia, ao que nos const&,aesdr ndo analisou Cd em CSME,
embora tenha realizado contagem neuronal companativil, TM e TS, de 10 chagasicos
sem mega (KOBERLE, 1961, 1963a). Referia ser ardag& uniforme no esofago e
passou a contar neurdnios apenas no Tl. Emboraaelas\publicacbes, tenha apresentado
maior nimero de casos com contagens apenas noOBERLE, 1961, 1963a, b, 1968),
nao descreveu casos, de grupo CSME, com aganghamosipoganglionose maior que
95% neste terco esofagico, apesar de ter ocorss gtuacdo no TM e TS quando analisou
os trés tergos dos 10 casos ja mencionados (KOBERQEL). Talvez também por isso

acreditasse que a melhor regido para avaliar dac&overa o Tl (5cm da céardia), além da
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maior proximidade do esfincter, em relacdo aososutercos esofagicos. Entretanto, no
presente estudo, a denervacdo no grupo CSME namiforme, variando de um individuo
para outro e, até mesmo nas diferentes regidesndmesmo individuo. A analise isolada
desses casos do grupo CSME, evidenciou esparsos oas aganglionose ou denervacéo
maior que 95%, na Cd ou TI, e que apresentavametii@nesofagico normal. Por isso
acreditamos que a andlise isolada do numero demesrem cada caso, ndo permite
diagnosticar megaeso6fago, pois ha casos com intdesarvacdo que ndo apresentam
dilatacdo.Essa observacao ja havia sido feita por Adad €i881), em estudo isolado do
TI, no qual foram encontrados 2 (5%) em 36 caso€8BIE com denervacdo acentuada/
aganglionose, sobrepondo com casos de MEC. Andga®) também apresenta, em seu
livro, tabela de contagem neuronal em 11 casogd®psias de chagasicos cardiopatas sem
megaes6fago, na qual observam-se 2 (19%) casos ag@amglionose nos trés tercos
esofagicos. Contudo, ndo podemos excluir que sgj@ssario transcorrer algum tempo para
que, apés a denervagdo, mesmo que intensa, hafacdid do esdfago possibilitando
caracterizar anatomicamente 0 megaes6fago, comaef@imos anteriormente ao
discutirmos a questao do diametro esofagico.

Os dados clinico-radiol6gicos (REZENDE, 1982) iadicque, a principio, ocorre a
disfuncdo motora (megaesodfago/esofagopatia graa ual ndo ha dilatacdo do 6rgéo, néo
podendo ser reconhecida macroscopicamente peltogista como megaesotfago, o que
seria possivel apenas a partir do grau Il. Segudlieira (1972), enquanto a cardia
responder a degluticdo, ndo ocorreria dilatacaoesiifago. Esta observacdo reforca a
importancia do estudo da parte distal do esofagmt@yénese do megaesofago.

Lembrariamos que o caso de MEC com menor diamid&@%-07) deste estudo, com
diagndstico radiolégico de megaesétfago grau Il @8 dnos antes do Obito (precedendo a
queixa de disfagia que s6 foi referida 6 meses idefdesse diagnodstico), apresentava
aganglionose somente na Cd e, ndo tinha deneniat@msa nas demais regides, sendo
apenas discreta no Tl (em torno de 18%). Este r@®utsos do presente estudo evidenciam
que embora exista uma tendéncia de denervacaocadifosesdfago de chagasicos e, até
mesmo no MEI, nem sempre a denervacdo € unifornparefstemente existe maior
uniformidade de denervacéo nos casos avancadoggisncomo observado nos estudos de
Kdberle (1961; 1963a, b; 1968).

Nossos dados apoiam a ideia de que a denervacéegid® da cardia seria mais
importante para desencadear disfagia/megaestfagemon quando ndo acompanhada de

denervacgao intensa em outras regides. Sugerem quela segunda regidao mais indicada
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para avaliar denervacao, seria o Tl, sendo quanardacdo no TM e TS parecem ser menos
importantes para desencadear megaes6fago. Esses alamlam a ideia de Koberle (1968)
sobre a maior frequéncia de megas em 0Orgaos cdnctesés, sobretudo quando trabalham

com conteudo solido como é o caso do esb6fago gawEle/reto.

3. Avaliacdo através de imuno-histoquimica da pragcdo de neurdonios NOS

positivos (inibitérios) versusSP positivos (excitatorios)

Quanto ao numero de casos utilizados na parte daoihistoquimica, ser bem
menor em relacdo ao numero total de casos, howeesds problemas. Nos grupos NC e
CSME deveu-se, principalmente, ao fato de terem sididos de necropsias antigas, cujos
esofagos ficaram muito tempo em formol, ndo se eguniado uma marcacéo ideal para
serem analisados. Por outro lado, a grande difcldchos megas foi encontrar neurdnios
para serem marcados nas laminas, pela intensavdeéernesses grupos. Além disso, a
orientacao estatistica foi para que utilizassenpesi@s 0s casos completos nas 4 regides e,
alguns casos completos ao HE, ndo puderam sersamh@d porque alguns cortes
desgarraram durante a realizagdo da imuno-histacairmbora tenham sido feitas varias
tentativas.

Apesar de todas as dificuldades na realizacdotdde@snuno-histoquimico e de ndo
termos encontrado denervacdo seletiva em nenhumpo gie estudo, acreditamos que
obtivemos algumas informacdes importantes. Naorgrammos estudo similar morfolégico
guantitativo de neurdnios inibitériagrsus excitatérios em eséfagos de chagasicos e/ou de
MEC x MEI para comparacéo.

Embora a comparacdo do numero de neurdnios NOSHeeBtre os grupos tenha
acompanhado o resultado da contagem neuronal ghobHE, ndo evidenciando tendéncia
de denervacédo seletiva, a analise isolada dos cagstsou alguns dados interessantes. Um
desses casos pertencia ao grupo MEI (B09-4506)a tqueixa de disfagia apenas ha 15
meses e foi classificado como megaesodfago gralpliiesentava relativa preservacao de
neurénios em diversas regides, com denervacgao & tie 65% na Cd e de 40% no TI,
guando comparada com o grupo NC, ndo se enquadrendegra de Kdberle (1963a, b,
1968) do limite critico de denervacdo de 90-95%apacorrer dilatacdo do esbéfago.
Entretanto, observou-se neste caso uma reducas deioeeurdnios inibitorios na Cd, em

relacdo a reducao dos excitatérios, o que podera gma disfuncdo, embora a denervacao
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global fosse menor que a usualmente encontradaegaaesdfago. Talvez especificamente
para este caso, o desequilibrio entre neurdnititdnios e excitatorios (43%ersus 29%
enguanto a propor¢cao méedia no grupo NC foi de 88%us 14%) tenha sido um importante
fator adicional, somado a perda global moderadanel@6nios. Entretanto, deve ser
lembrado que a provavel hipertrofia neuronal noamegfago, como ja foi demonstrada no
megacolon, pode dificultar a avaliacdo do grau dealenervagéo, necessitando ser aplicado
um valor de correcdo a contagem neuronal (Adad, &081). Estudos morfométricos sao
necessarios para confirmar a aparente hipertradizomal, neste caso especifico e, em
outros de MEI, além de alguns casos de MEC ainda aganglionose e, raros casos de
CSME com denervagdao, nos quais foram vistos nensONDIUMOS0S, com aspecto
hipertrofiado.

Interessante destacar também um caso do grupo CBIEnha queixa de disfagia,
porém sem dilatacdo esofédgica (E15). Talvez aidaativesse decorrido tempo suficiente
para que o 6rgao se dilatasse. Todavia, apresedésnavacao acima de 95% na Cd, o que
poderia explicar o sintoma de disfagia; porém,amutasos de denervacdo semelhante ou
mais intensa do grupo CSME, como o E7 (sem newdmgta regido; auséncia de ambos
os tipos de neurdnios na Cd), ndo tinham esta guBitterente de outros casos deste grupo,
observou-se no E15, uma alteragdo na proporcaeuwtémos inibitoriossersus excitatorios
(58% versus 25%), quando comparada ao grupo NC (69étsus 14%). Talvez esta

alteracéo possa ter dificultado o relaxamento do EE

4. Consideracdes gerais sobre a etiopatogéneseMiBC x MEI e sobre a génese da

denervacédo nos megas

Os mecanismos patogenéticos que desencadeiam o éMBCMEI parecem ser
similares, observando-se em ambos denervacdo mdantém geral intensa, o que esta de
acordo com o descrito por Kéberle (1963b).

Entretanto, nos casos avancados examinados popesgeisador, a denervacao era
guase total e uniforme. Os nossos dados acrescemtpossibilidade de alguns casos de
megaesotfago néo terem denervacéo intensa difusansebretudo naqueles que parecem ter
um tempo menor da doenca. Essa observacao poder suge parte da denervacdo ocorra
apos a instalacdo do mega, como ja suspeitadoiantiente por Tafuri, Maria & Lopes

(1979), associada a estase alimentar, desencadeamsfio/ulceracéo, inflamacao, fibrose,
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agravando a agressao sobre os plexos intramuraisnescular. A intensa hipertrofia da
muscular (KOBERLE, 1963b; ADAD et al.,, 1991) exigirmaior trabalho dos poucos
neurbnios ainda existentes, que se hipertrofiariaf® apenas para compensar 0s que ja
teriam morrido anteriormente, mas também para cdaraa massa muscular aumentada
(ADAD et al., 2001). Surgiriam 0s processos degamnars e gradativamente iriam morrendo
0s neurbnios restantes. A morte dos neurbnios eapfigenos dessas células, suscitando
entdo a formacéo de anticorpos contra neurbniggessao contra 0S proprios componentes
do individuo. Essa situacéo transitoria de agress&oproprios componentes do individuo
acontece em qualquer 6rgdo submetido a isquemézrese, como ocorre, por exemplo, no
infarto do miocéardio. Porém, interrompida a mor@ular pela isquemia, cessaria tal
agressao. No entanto, no caso dos megas é prayével agressao contra os neurdnios, lenta,
porém continuada, persista enquanto essas celuseam, porque continuam os fatores que
induzem degeneragao e necrose.

Embora no MEI, a etiologia ainda ndo tenha siddaestda e, possivelmente,
existam causas diversas, tais como alteracdes elegigas e fatores genéticos, varios autores
tém sugerido, nos ultimos anos, que o MEI podenialssencadeado por resposta retardada a
infecgBes virais, em individuos geneticamente ficEs a desenvolverem uma resposta
anti-inflamatoria crénica (BOECKXSTAENS, 2008; GHA&L, DASCHAKRABORTY &
SINGH, 2012; PRESSMAN & BEHAR, 2017).

No caso do MEC ja se comprovou que o agente etcapgersiste no esbéfago,
embora o parasitismo pelo cruz seja baixo (ADAD et al., 1991; COBO et al., 20&2por
isso, mais facilmente detectavel através de PCRGEWAet al., 1996, 2000, 2003). Outro
estudo de PCR, aumentando as amostras esofagireassp@és tercos evidenciou DNA te
cruzi em 100% dos casos de MEC e, em 60%, dos CSME BRAX et al., 2005), havendo
associacdo entre a positividade do PCR, inflamagédenervacdo. Fizeram parte desta
pesquisa de PCR 6 casos controles (todos com Pgd&Rive, 6 casos de MEC (todos com
PCR positivo) e 8 casos de CSME (60% positivosyju@Es sdo comuns ao presente estudo.
A persisténcia do parasitismo esofagico nos chegssgue inclusive € maior nos pacientes
com MEC, pode explicar a maior intensidade daméedo no plexo mientérico no MEC, em
relacdo ao MEI (SILVEIRA, 2012).

Esses dados podem contribuir para se entendergardanervagédo no MEC pode ser
mais intensa do que no MEI, como sugerem 0s estiitiosos e de fisiopatologia.

Além de poder ocorrer uma denervacéo intensa madgsda da doenca de Chagas,

gue inclusive induziu Kéberle (1968) a afirmar daalestino do chagasico decidia-se na fase
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aguda”, a agressdo também persiste na fase cr@kipaD et al., 1991; SILVEIRA et al.,
2005). Nos chagésicos, a agressao pode iniciatadiente nos ganglios mientéricos
(ganglionite primaria), visto que no eséfago humasaanglios sao vascularizados (ADAD
et al., 2014), como também indiretamente atravésed@ente miosite, que pode se propagar
ao plexo mientérico induzindo ganglionite securatagnte (ADAD et al., 1991; SILVEIRA,
2012). A existéncia de vascularizagdo nos ganghesfagicos poderia, ainda, ajudar a
explicar porque um virus neurotrépico, como o herjyas poderia gerar mais facilmente
agressao e denervacao no esofago, favorecendoreciapento de megaesoéfago, do que no
célon, pois os ganglios intestinais ndo sdo vasealdos. Desse modo, para atingi-los,
precisaria haver inflamacdo em torno (miosite)agdo secundariamente ganglionite. Talvez
isto ajude a explicar porque nos casos idiopaacdsstruicdo neuronal, em geral, seja restrita
ao plexo do es6fago, como destacaram Pressman & B2017), sendo muito mais raro o
megacolon idiopatico. Na doenca de Chagas, a midei#tguente no coélon pode gerar
ganglionite secundariamente, e desse modo ocasimrarvacdo, que em geral € menos
intensa que no esodfago (ADAD, 1996; COBO et all,220

N&do podemos esquecer também que o préprio envelbetd ocasiona morte
neuronal contribuindo para a denervagdo (KOBERIFB111968). Talvez o tempo maior de
vida, além de contribuir com a perda neuronal porelnecimento, aumente também a
possibilidade de haver contato com um agente agregge possa ocasionar ganglionite
primaria em ganglios esofagicos. O encontro dedditds nos ganglios do esdfago é um
achado muito comum em controles (CASSELLA et &#64t GOLDBLUM et al., 1994;
ADAD et al., 1991, 2014; SILVEIRA, 2012), mas ndm tescrito no colon de controles
(ADAD, 1996; ADAD et al., 2014).

No entanto, se por um lado ha elementos que sugeeeor facilidade de denervacéo
no esdfago em relacdo ao colon, e maior agresfiamatoria no MEC em relacdo ao MEI,
nao encontramos ainda elementos para entender daigpdhaver destruicdo seletiva de
neurénios inibitériosversus excitatérios, como sugerem estudos clinicos de.N\Blssos
dados favorecem mais a hipotese de que a destrogdmnal ndo é seletiva, mas sim
aleatdria. Talvez o que seja diferente é a repsacuiincional. Por exemplo, para o esfincter,
cuja posicdo de repouso é a contracdo (que depmimd@palmente do tdbnus miogénico),
necessitaria de estimulo inibitorio eficaz paraxat e deixar passar o alimento. Nesta regiédo
€ possivel que mesmo ndo sendo a denervacdo &uwsantse por acaso ocorrer maior

destruicdo de neurdnios inibitorios poderia gerardesequilibrio, favorecendo a repercussao
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clinica. A sintomatologia poderia fazer o pacieptecurar o médico, sobretudo em paises
mais desenvolvidos, o qual poderia fazer o diagewsia disfuncdo mais precocemente.

Quanto a questdo de ser a denervacdo ndo uniferimever alguma regido mais
importante, nossos achados, juntos com os dadhi®ddura sugerem alguns elementos. De
modo geral, nos casos de megas avancados e/ou ammtempo de evolugao, tanto no MEI
(GOLDBLUM et al., 1994; KOBERLE, 1963b), quanto MEC (KOBERLE, 1961, 1963a,

b, 1968) a denervacdo é total (aganglionose), @asajuotal. Embora nédo seja possivel
comparacao estrita com os achados de MEI de Casgedll. (1964), cuja metodologia de
exame foi diferente da que empregamos, e por &saarrigia o viés da dispersdo neuronal
pela dilatacdo esofagica, esses autores encont@sms com denervacdo menos intensa em
pacientes com menor tempo de sintomatologia. Des@am inclusive um caso de MEI com
denervacdo moderada na parte distal e sem denermac@arte dilatada. Talvez, por isto,
supervalorizaram as lesdes do vago e interrogamnasslesfes esofagicas ndo seriam
secundarias.

Entretanto, existem casos tanto de MEC (ADAD ¢t18191 e dados do atual estudo),
quanto de MEI, com menor intensidade de denervdgague o limite critico de 90-95% no
Tl, proposto por Kéberle (1968) para desencadea€CMiodendo ainda ndo ser uniforme a
denervacgao. Essas situagOes foram encontradassas @am pouco tempo de evolugdo do
megaesotfago e havia denervagdo mais importante {elE25-07). Caso similar em termos
de denervacdo heterogénea foi visto no grupo CSHEDG-03), que apresentava denervagao
intensa na Cd, com queixa de disfagia e alteragi@atistaltismo esofagico, ao exame
contrastado de esbéfago; porém, ainda ndo cardierée MEC. No entanto, tivemos dois
casos com denervacdo similar, aparentemente asgititos, segundo os familiares
informaram apOs a necrépsia. Interessante relendpar o outro caso de CSME, com
denervacao intensa na Cd (E15), tinha queixa dagiise apresentava perda mais intensa de
neurdnios inibitérios em relagdo aos excitatorios.

Concluindo, acreditamos que a contagem neurasi@nsatizada na Cd, que ao que
nos consta, ndo havia ainda sido feita nos cas@S#&E, assim como a andlise da Cd e dos
tercos esofagicos simultaneamente em casos de MWEH@ com pouco tempo de evolugéo
da doenca, trouxeram contribuicdes para o entemdaméa patogénese do megaesofago.
Ademais, o estudo morfologico quantitativo compeoaneurénios inibitériox excitatorios,
ajudou a explicar alguns casos com menor intensidadienervacao.

Finalmente, acreditamos que a analise dos nossuws @ dos dados da literatura

permitem concluir que em geral no megaeso6fagoo talmhgasico quanto idiopatico, ocorre
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denervacdo muito intensa, sendo a Cd a regido imaisrtante para avaliar a denervacao.
Entretanto, ocasionalmente se observa megaestfago menor grau de denervacao,
sobretudo aqueles com menor tempo de evolucios&vab que em casos com denervacio
menos intensa, o desequilibrio entre a proporcéaoedednios inibitoriosersus excitatorios,
seja também um fator patogenético importante. Ddonsimilar, casos isolados de CSME
também poderiam ter repercussdes decorrentes dessquilibrio, apresentando disfagia,
apesar de nao terem ainda dilatacdo, que podeng@r fwsteriormente. Aganglionose ou
denervacdo muito intensa e difusa parece ser a rexg casos de MEC e MEI avancados,
sugerindo que parte da denervacédo, sobretudo & negdia e proximal, possa ocorrer apos
a instalacdo do megaesofago, pelo menos em algsos.c
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No grupo NC (es6fago normal) observou-se maior marde neurdnios na Cd e Tl em
relagdo ao TS, e os valores do Tl e TM foram inesglidrios entre Cd e TS,
evidenciando um aumento da populacdo neuronalmmeeranio-caudal.

No grupo CSME houve grande variacdo na intensidadgenervacéo. O percentual de
denervacdo na Cd foi em média 85%, enquanto nasisleegioes, foi em torno de
50%; porém, ndo foi encontrada diferenca estagisténte significante, comparando-se
a intensidade da denervacéo neste grupo, segumdgiass do esodfago, provavelmente
porque diversos casos apresentavam grau de de@ersagelhante ao longo do 6rgéo.
Todavia, os dois casos de CSME com queixa de disfagresentavam denervacao
intensa na Cd, acima de 95%.

No grupo MEC, a denervacdo na Cd foi intensa, #atgmente observando-se
aganglionose; no entanto, isso ocorreu, em geifakainente, em todas as regiées do
es6fago, notando-se raros casos ainda com neurdniopertrofiados,
predominantemente na parte proximal. Apenas um dasbBIEC, recente e discreto,
tinha denervacao intensa somente em uma regiao (Cd)

No grupo MEI, a denervacao foi intensa na Cd, pasmbém foi acentuada em todas
as regides, sendo um pouco menos intensa, em abgsos, no TS e TM, onde se
observaram neurdnios hipertrofiados. Apenas um mnte de MEI ndo apresentava
denervacao intensa em nenhuma regido, sendo madesadd e TS e, discreta, no Tl e
TM.

N&o houve diferenca estatisticamente significanteeea denervacdo no MECMEI

em nenhuma regido, observando-se frequente agaog#io Estes grupos mostraram
denervacgao significante em relacdo ao NC em toslasgades. O grupo MEC mostrou
denervacao significante em relacdo ao CSME em tadamsegifes; todavia, o MEI
diferiu do CSME apenas na Cd e Tl. No grupo CSMferervacao foi muito variavel,
sendo significante em relagdo ao NC no Tl, TM e m8s ndo na Cd. Esses dados
sugerem que a denervacdo na Cd pode ser mais anf®rpara desencadear
megaeso6fago, assim como disfagia, que estava peesendois casos de CSME com

denervacao maior que 95% somente na Cd.
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6. Observou-se, no esdfago normal (grupo NC), maionard de neurbnios excitatérios
(SP+) na céardia em relacdo ao TS (14&tsus 6%), porém ndo houve diferenca,
estatisticamente significante, com relacdo a gdadé de neurénios inibitorios (NOS+)
nas diferentes regides do eséfago normal, quewariromédia de 69% a 88%.

7. Nao foi evidenciada denervacédo seletiva em relagdweurénios NOS ou SP, em
nenhum grupo. Em geral, nos megas, a destruicatotali (aganglionose), ou quase
total, dos dois tipos de neurénios e, no grupo CSMtariabilidade foi muito grande.
Todavia, em um caso de MEI sem denervacgao intenem eim CSME com disfagia,
houve maior perda de neurdnios NOS que SP.

8. A denervacao global e intensa na parte distal dfags parece ser o principal fator
para a patogénese do megaesodfago; entretanto,sévglogue, em alguns casos, 0
desequilibrio entre a proporcado de neurdnios iiloi$ versus excitatorios, sobretudo

na céardia, possa contribuir para a disfungcdo motora
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1.OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Comparar o megaesdtago chagésico e o megaesofago idiopatico do ponto de vista anatomopatolégico.
Objetivos Especificos

Comparar 0s mega chagésicos ¢ idiopaticos em relagao as seguintes alteragoes na cardia ¢ nos tergos inferior. médio e
superior do esétago:

- Presenga e intensidade da denervagfio no plexo mientérico;

- Presenca e intensidade da inflamagio no plexo mientérico;

- Presenga e intensidade da inflamagdo na muscular propria;

- Presenga e intensidade da fibrose na muscular propria;

- Caracteristicas imuno-histoquimicas do infiltrado inflamatério no plexo mientérico ¢ na muscular prépria.
2. JUSTIFICATIVA

Endémica no Brasil Central, a forma digestiva da doenga de Chagas também tem prevaléncia significativa em
outras regides brasileiras, assim como no Chile, Argentina ¢ Uruguai (Andrade, 2000). Devido & intensificagdo de
movimentos populacionais a doenga de Chagas tornou-se um desafio mundial; dreas ndo endémicas como a Buropa e o
Japdo tem registrado casos da doenga e, nos Estados Unidos, estima-se que atualmente mais de 300.000 individuos sejam
infectados pelo T. cruzi (Coura, 2010).

O megaesdfago idiopatico ou acalasia idiopdtica ¢ a principal forma de megaeséfago na Europa ¢ América do
Norte. Foi descrito pela primeira vez em 1672 por Willis e apresenta-se clinicamente de forma muito semelhanie ao
chagésico; no entanto, até hoje sua etiologia ndo foi esclarecida (Birgisson et al, 1997).

Tanto 0 megaesOfago chagisico quanto o idiopatico cursam clinicamente com disfagia. regurgitacio. pirose ¢
emagrecimento e ambas as condigdes aumentam a risco de céncer esofgico (Dias, 1997; Swain, 2003).

Atualmente, em nosso servico, cerca de § a 10% dos casos de megaes6fago apresentam sorologia e dados
epidemioldgicos negativos para a doenga de Chagas, podendo representar casos de megaesdfago idiopatico.

O esofago ¢ tubo muscular que conduz o alimento da orofaringe até o estdmago. Apresenta-se. em um curto
segmento proximal da muscular propria (4,1 a 5,6% de sua extensdo), constituido exclusivamente por musculo estriado
esquelético (Meyer, 1986), com ondas peristalticas controladas por impulsos dos nervos glossofaringeo e vago. No
sentido distal, as células musculares esqueléticas e lisas misturam-se em extensio varidvel, até que a muscular propria
torna-se exclusivamente composta por musculatura lisa (Meyer, 1986), sendo neste segmento controlada pelos nervos
vagos, que atuam por meio de suas conexdes com o plexo mientérico (Guyton, 2006 a). A medida que a onda peristaltica
propaga-se para o estdmago, os neurdnios inibitorios mientéricos transmitem uma onda de relaxamento que, ao alcangar a
extremidade inferior do esbtago. prepara o estdmago e o duodeno para receber o alimento (Guyton, 2006 b).

Em seus estudos que abordam a esofagopatia chagasica Kéberle (1956) definiu o megaeséfago como uma dilatagao
esofigica ndo decorrente de obstrugdo mecénica. Adad (1989), em estudo anatomopatoldgico. verificou que os casos de
megaesdfago com diagnéstico clinico/radiolégico apresentavam didmetros acima de 2,5cm apos fixagio em formol.
Segundo Koberle (1963 a, 1963 b) e Tafuri et al (1983, 2011), a macroscopia do megaeséfago caracteriza-se por dilatagdo
de grau variavel do 6rgdo, espessamento de sua parede, auséncia de obstdculo mecénico, aspecto normal da porgao
terminal do orgfio (imediatamente abaixo da parte dilatada) e presenga ou ndo de alteragdes secundarias na mucosa.

Na forma digestiva da doenga de Chagas ocorrem alteragdes na motilidade do tubo digestivo. do eséfago ao colon.
devidas & destruicio dos neurbnios dos plexos intramurais, especialmente do plexo mientérico (Koberle. 1958, 1963 a,

1963 b, 1968; Adad, 1989, 1996; Adad et al, 1989, 1991, 1992, 1997, 1999, 2001).
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Intensa destruigdo neuronal é considerada fundamental para o inicio da disperistalse na esofagopatia chagésica
(Kiiberle, 1957; Kiberle, 1963; Adad, 1989 e Adad et al, 1991). Segundo Kéberle (1963) seria necesséria denervagéo
maior que 50% para haver alteragdes funcionais e acima de 90% para se desenvolver megaestfago.

Koberle (1968) acreditava que a denervagdio na doenga de Chagas ocorreria basicamente na fase aguda e por isso
afirmava que o “destino do chagasico decidia-se na fase aguda™. Explicava o surgimento do mega décadas depois da fase
aguda pela somatéria da denervagio desta época, mais a denervagiio pelo processa de envelhecimento, associadas & morte
dos neurdnios residuais sobrecarregados pelo exaustivo trabalho para compensar a intensa denervagio.

Adad (1989 e 1996) acrescentou, ainda, que a ganglionite que existe na fase cronica e que persiste por décadas gera
denervagao lenta, porém, persistente, agravando a perda neuronal. Por outro lado. estudos através de PCR feitos por nosso
grupo mostram a persisténcia do DNA do T. cruzi no megaesdfago chagasico, o que pode perpetuar a estimulagio do
sistema imune, contribuindo para o agravamento da denervagdo nos chagasicos mesmo na fase cronica (Vago et al, 1996,
2000, 2003; Silveira et al, 2005; Adad et al, 1991).

Apesar da acaldsia idiopatica ter sido descrita ha mais de 300 anos ¢ de terem sido parcialmente estudados os
aspectos morfologicos e a patogénese, sua etiologia permanece indefinida. Diversos possiveis fatores promotores de
denervaciio mientérica tém sido investigados (Kraichely et al. 2006: Di Nardo et al, 2008) como infeegio por virus
neurotrépicos (Birgisson et al, 1997), fatores imunes (Verne et al, 1997; Clark et al, 2000) e genéticos (De Giorgio et al,
2004; Di Nardo et al. 2008).

Além de dilatagdio na auséncia de obstrugiio mecanica, apresenta, & microscopia, inflamagdo criénica e intensa
denervagfio, em geral no plexo mientérico; observam-se, ainda, alteraglies secunddarias 4 obstrugéio (hipertrofia e fibrose
tocal da muscular propria) ¢ & estase (hiperplasia epitelial) (Goldblum, 1994: Di Nardo, 2008).

As caracteristicas macro e microscopicas semelhantes entre esses diferentes megas, assim como o raro encontro de
T. eruzi na pesquisa direta no tecido de megas chagasicos (Tafuri et al, 1983), dificultam o diagnostico diferencial
anatomopatol6gico entre o megaesdfago chagisico e o idiopatico. Por outro lado, Adad (1989) ressalta a tendéncia de se
encontrar, no megaesdfago chagasico, intensa inflamagio no plexo mientérico ¢ a possibilidade de se encontrar T. cruzi @
medida que se aumenta a quantidade de cortes histologicos examinados ¢ que se utilizam téenicas mais sensiveis como
imuno-histoquimica e, sobretudo o PCR, que facilitam a detec¢do do parasita (Adad et al, 1991: Vago et al, 1996: 2000;
2003; Silveira et al, 2005). Observa-se, ainda, freqiiente miosite cronica em chagasicos (Adad, 1989: Adad et al, 1991;
D'Avila Reis et al, 2001), 0 que nio esta descrito em estudos de megaesofago idiopético.

Na doenga de chagas a lesfio primaria (Koberle, 1968; Adad et al, 1991, 2001) seria a destrui¢do de neurdnios pos-
ganglidnicos do sistema nervoso entérico (SNE), anteriormente chamado de sistema parassimpético e por isso
denominada de teoria parassimpaticopriva por Koberle (1968). No -entanto. também foram descritas lesdes pré-
ganglignicos (Lopes et al, 1969) com redugio de neurdnios no niclea motor dorsal do vago. Para Earlan (1972), esta
alteragio seletiva na regidio central do nucleo do vago, poderia ser causada por degeneragdo retrograda, secundaria a
denervagiio do plexo mientérico gastrointestinal. Na acalasia idiopdtica, lesoes similares foram demonstradas no nicleo
motor dorsal do vago, assim como no niicleo ambiguo, que é responsavel pelo masculo estriado do esdfago (Cassella et al,
1964; Kimura, 1929).

Segundo Earlam (1972), pesquisador da Mayo Clinic — EUA, que realizou revisdo sobre as alteragbes
gastrointestinais na doenga de Chagas, haveria muito para se aprender sobre as técnicas empregadas na avaliagio da
denervagio na doenca de Chagas, nas quais foram utilizados cortes histologicos subseriados de ancis de Orgaos
gastrointestinais. Inclusive, destaca que um subproduto desses estudos indicou uma reduglo evidente de neurdnios &
medida que aumenta a idade (Koberle, 1968). Earlan (1972) ressalta ainda que esses estudos em deenga de Chagas
poderiam auxiliar na elucidagio da histéria natural da denervagdio gastrointestinal pela perda de seu suprimento nervoso
intrinseco e possibilitar auxilio no entendimento da causa da acaldsia idiopética e da doenga de Hirschsprung.
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Essa idéia coincide com o nosso pensamento e por isso temos usado a doenga de Chagas e © conhecimento
adquirido nos estudos que realizamos nos megas chagasicos como um modelo para estudarmos diversas outras
disganglionoses (Adad et al, 2002, 2008, 2010: Laguna-Torres et al, 2003; Pinheiro et al, 2008). ou alteragdes da
inervagdo de outros rghos (Crema et al, 2007; Murta et al, 2002), ou em estudos experimentais (Machado et al, 2001 a.
b).

Estudos em megacélon chagisico (Adad, 1996; Adad er al, 2001) evidenciaram que a hipertrotia dos neurénios
residuais decorrente da hipoganglionose do SNE no megacélon chagdsico necessitava da aplicagio de um fator de
corregdio para precisar o grau de denervagio nos plexos intramurais. Se esta corregao ndo ¢ feita pode resultar em aparente
aumento paradoxal do ntimero de neurdnios no SNE de camundongos, como descrito por Gabella (1984) na estenose
intestinal cirtirgica experimental. Esses conhecimentos prévios adquiridos em estudos realizados na doenga de Chagas nos
possibilitaram estudo comparativo entre megacolon chagasico e andino, evidenciando auséncia de denervagio no
dolicomegacolon andino (Laguna-Torres et al, 2003), o que tem aplicacdes no esclarecimento da patogénese das
disganglionoses do SNE. "

Com base na experiéncia adquirida em exames de megaesélagos em nosso servigo, acreditamos existirem
alteragdies anatomopatolégicas que podem sugerir etiologia chagésica. como a presenga de miosite cronica e a maior
intensidade de fibrose de substituigio na muscular propria. Entretanto, essa hipdtese ndo foi avaliada em estudos
sistematizados.

Niio sabemos até 0 momento a etiologia da acalasia ou megaesofago idiopético, mas a patogénese pode ser similar
4 doenca de Chagas, no sentido de persistir algum estimulo sobre o sistema imune e seria. portanto. interessante realizar
estudo nos megas idiopaticos para se tentar avaliar a etiopatognese, o que poderia favorecer intervengdo terapéutica
evitando progressio ¢ piora das lesdes.

3. DESCRICAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Serdio estudados 30 esdfagos previamente coletados e processados, obtidos de necropsias ou biopsias
(esofagectomias), divididos em 3 grupos pareados por faixa etdria, sendo 10 megaesdfagos ndo chagasicos (acalasia
idiopatica), 10 megaesdfagos chagasicos e 10 esdfagos controles normais.

4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAOQ
Critérios de inclusiio:

Grupo megaesdfago chagsico: esdfagos com dilatagio ndo decorrente de obstrugdo mecénica, com didmetro maior
que 2,5¢m apos fixagdo em formol e com positividade em pelo menos 2 dos 3 seguintes exames para pesquisa de infecgdo
pelo T, cruzi, no sangue efou liquido pericérdico: Elisa, hemaglutinagdo passiva e imunofluorescéncia indireta.

Grupo megaestfago idiopatico: esofagos com dilatagdo ndo decorrente de obstrugdo mecdnica, com difimetro maior
que 2,5¢m apos fixagfio em formol. Neste grupo serdo incluidos casos com negatividade nos 3 exames para pesquisa de
infecgdo pelo T cruzi, no sangue e/ou liquido pericardico: Elisa, hemaglutinagio passiva e imunofluorescéncia indireta.

Grupo controle: esdfagos com difimetro menor que 2,5cm ap6s fixagao em formol. de individuos sem alteragdes no
sistema digestorio, com negatividade nos 3 exames para pesquisa de infecgio pelo T. cruzi. no sangue e/ou liquido
pericardico: Elisa, hemaglutinagdo passiva e imunofluorescéncia indireta
Critérios de exclusiio:

Como pode ocorrer falha soroldgica em chagésicos (Batista ef al, 2010), casos de megaesofago com sorologia
negativa para doenga de Chagas que tenham sido inicialmente incluidos no grupo de megaesoiago idiopdtico, serdo
excluidos desse grupo se apresentarem positividade na pesquisa de DNA de T. cruzi (PCR) em amostras de cortes do
esofago. Esses eventuais casos serdo também estudados, com a mesma metodologia, e incluidos no grupo megaeséfago
chagésico.
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5. ADEQUACAO DA METODOLOGIA
Obteng¢fo das amostras para histopatologia

Os esofagos foram fixados “in fotum™ em formaldeido a 4% para avaliagio anatomapatoldgica de rotina feita em
bidpsias e necropsias. Em seguida foi medida a circunferéncia externa do 6rgéo no terco inferior e caleulado o didmetro.
Foram retirados, entdo, trés anéis de cada espécime, com 0,5cm de altura, distando cerca de Sem, 12cm e 19¢m da jungao
esofagogastrica, correspondendo aos tergos inferior (TI). médio (TM) e superior (TS). respectivamente. Também foram
retirados dois fragmentos longitudinais, diametralmente opostos, constituidos por 2em distais do eséfago em continuidade
com 0,5cm do estémago {(medida total de cada fragmento: 2.5¢m de extensdo) para representar a regido do esfincter
inferior do esdfago/cardia (Cd). Os fragmentos e anéis foram processados para inclusio em paralina. De cada bloco serdo
obtidos 35 cortes seriados, com espessura de 7um, e serdio corados 5 cortes subseriados (de 7 em 7 cortes). pela técnica da
hematoxilina-eosina (HE), para contagem neuronal, além de corte corado pela técnica de Giemsa e tricromico de Masson.
Cortes intermedidrios serfio dispostos em laminas silanizadas, para imuno-histoquimica e reserva de coloragdes especiais.

Obtenciio dos dados: serfio examinados microscopicamente, de cada caso dos trés grupes. 25 cortes histologicos
subseriados corados por HE, sendo 5 cortes de cada anel dos tergos esofigicos (TS, TM e TI) ¢ 10 da cardia (5 laminas de
cada bloco de fragmento longitudinal). Sera feita a contagem de todos os neurénios do plexo mientérico. ao microscopio
de luz, com ocular de 10x e objetiva de 40x; os dados serdo expressos em nimero absoluto de neurdnios para cada regido.

Tratamento dos dados: a contagem de neurdnios obtida em cada regido do esdfago sera comparada com as da
mesma regifio dos outros grupos. Serd feita andlise estatistica descritiva, com utilizagdo de tabelas com freqiiéncia
absoluta, freqiiéncia relativa e graficos, e anilises comparativas entre os dados obtidos em cada regido e entre 0s grupos
de esiudo.

Em cada grupo de pacientes e em cada regido do esdfago estudada, se a contagem neuronal média apresentar
distribuigfio normal, simétrica, sera expressa em média £ desvio padrio e o teste utilizado serd ANOVA, Caso apresente
distribuigio nio normal (assimétrica) serd expressa em mediana, com valores minimo e maximo. Neste caso serd utilizado
o teste Kruskall-Wallis. As correlagdes entre esta varidvel nos grupos estudados serdo feitas através do teste de Pearson
para distribui¢des simétricas e o teste de Spearman para assimétricas, seguidos de testes de hipoteses, Os resultados sero
considerados significantes quando a probabilidade de rejeigo da hipétese de nulidade for menor que 5% (p<0,03).
Estudo comparativo da presenga e intensidade da inflamagéo no plexo mientérico

Obtenciio dos dados: nos trés grupos serd feita avaliagio semi-quantitativa do infiltrado de células mononucleares
no plexo mientérico, que seré classificado em ausente ou presente: quando presente, o infiltrado serd subclassificado em
discreto (raros e pequenos focos), moderado (frequentes pequenos focos ou escassos focos de tamanho medio) ou intenso
(trequentes focos médios ou volumosos). Portanto os dados serdo expressos em quatro categorias. Esta avaliagio serd teita
em todos os cortes histologicos obtidos de cada regifio, por dois observadores independentes. Em casos de discorddneia,
os cortes serfio reavaliados em conjunto pelos dois observadores.

Tratamento dos dados: a presenga e intensidade de inflamagdo no plexo mientérico avaliada em cada regido de cada
grupo sera comparada com as da mesma regidio dos outros grupos. Sera feita andlise estatistica descritiva, com utilizagdo
de tabelas com freqiéncia absoluta, freqiiéncia relativa e graficos, e andlises comparativas entre os dados obtidos pelo
teste exato de Fisher. Os resultados serdo considerados significantes quando a probabilidade de rejeigao da hipétese de
nulidade for menor que 5% (p<0,05).

Estudo comparative da presenca ¢ intensidade da inflamagfio na muscular propria

Obtencio dos dados: Nos trés grupos seré feita avaliagio semi-quantitativa da miosite cronica na muscular propria
(infiltrado mononuclear e degeneracdo efou necrose de miocélulas). que quando presenie serd graduada de modo
semelhante ao descrito para a inflamagio no plexo mientérico. Esta avaliagio serd feita em todos os cortes histolégicos

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional e Administrativo da UFTM) — 2° andar, Sala H — Abadia
38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cepi@pesqpg.uftm.edu.br i



=N Va
U LU
MINISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FED@RAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP
Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

! IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: Estudo anatomopatoldgico comparativo entre megaesofago chagisico e idiopatico
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Sheila Jorge Adad
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 10/10/2011

. PROTOCOLO CEP/UFTM: 2109

obtidos de cada regido, por dois observadores independentes. Em casos de discordncia. os cortes serfio reavaliados em
conjunto pelos dois observadores.

Tratamento dos dados: a presenga ¢ intensidade de inflamagéio na muscular propria avaliada em cada regido de cada
grupo serdo comparadas com as da mesma regido dos outros grupos. Serd feita andlise estatistica deseritiva, com
utilizagio de tabelas com freqiiéncia absoluta. freqiiéncia relativa e graficos, ¢ andlises comparativas entre os dados
obtidos pelo teste exato de Fisher. Os resultados serdo considerados significantes quando a probabilidade de rejeicdo da
hipdtese de nulidade for menor que 5% (p<0,05).

Estudo comparativo da presenga ¢ intensidade da fibrose na muscular propria

Obtengio dos dados: nos trés grupos sera feita avaliagio semi-quantitativa da fibrose na muscular prépria que
substitua miocélulas; esta fibrose sera graduada de forma semelhante 4 descrita para a inflamagao no plexo mientérico.
Esta avaliagdo sera feita em todos os cortes histolégicos obtidos de cada regido, por dais observadores independentes, Em
casos de discordéncia, os cortes serdio reavaliados em conjunto pelos dois observadores,

Tratamento dos dados: a presenca e intensidade da fibrose na muscular propria avaliada em cada regido de cada
grupo serfio comparadas com as da mesma regifio dos outros grupos. Sera feita andlise estatistica descritiva, com
utilizagiio de tabelas com freqiiéncia absoluta. freqiiéncia relativa ¢ graficos, e andlises comparativas entre os dados
obtidos em cada regifio de cada grupo de estudo pelo teste exato de Fisher. Os resultados serdo considerados significantes
quando a probabilidade de rejeigio da hipotese de nulidade for menor que 3% (p<0,05).

Estudo comparativo das caracteristicas imuno-histoguimicas do infiltrado inflamatério no plexo mientérico ¢ na
muscular propria

Obtencdo dos dados: sera feita avaliagdo qualitativa do tipo de célula presente no infiltrado inflamatério no plexo
mientérico e muscular propria do esdfago, através de imuno-histoquimica para macrofagos (CD68). linfacitos B (CD20),
linfacitos T (CD3). subpopulagdo de linfocitos T (CD8) e o estado de ativagdo dessa subpopulagio de linfocitos T
(granzyme B), empregando metodologia utilizada por nés em trabalho anterior em megaesofago chagasico (D' Avila Reis
etal, 2001).

Tratamento dos dados: a avaliagdo qualitativa da inflamagdo no plexo mientérico e na museular propria em cada
grupo de estudo, quando presente, serd comparada com a dos outros grupos. Serd feita andlise estatistica descritiva, com
utilizagéio de tabelas com freqiiéncia absoluta, freqiiéncia relativa e grificos, e andlises comparativas entre os dados
obtidos em cada grupo de estudo pelo teste exato de Fisher. Os resultados serdo considerados significantes quando a
probabilidade de rejeigéio da hipotese de nulidade for menor que 5% (p<0,05).

Pesquisa de dna do & cruzi

A pesquisa de DNA de T. cruzi serd feita através da técnica de PCR, para afastar falha de sorologia para doenga de
Chagas nos casos de megaesdfago com sorologia negativa ¢, nos chagésicos, para avaliar a persisiéncia do parasitismo.
Essa pesquisa serd feita no material colhido do tergo inferior, conforme metodologia j4 empregada por nos (Vago et al,
1996: 2003; Silveira et al, 2005).

6. ADEQUACAQ DAS CONDICOES

O servico de Patologia Cirdrgica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro realiza
necrépsias e biGpsias, dispde de sala de necrépsia, laboratérios de histotecnologia, imuno-histoquimica, equipamentos de
trabalho e seguranga adequados, profissionais da drea de necrépsia (técnicos), histotecnologia e fotografia, microscopio
comum de luz com cémera fotografica acoplada, mierétomo de parafina, criostato, estufa, Paneia PASCAL de pressao
microprovessada para Tecuperagio antigénica para imuno-histoquimica, terminais de computadores para consuita dos
dados necessarios para a pesquisa. O Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro dispde de
laboratério de Patologia Clinica para a realizagio das sorologias para doenga de Chagas. A parte do estudo de PCR serd
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feita em colaboragio com a pesquisadora da UFMG, com a qual ja realizamos varios trabalhos em conjunto, contando
com toda a infra-estrutura necesséria para realizagao desta técnica.
7. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS

Por um lado, hé o risco de perda da confidencialidade. Por outro lado, este risco serd prevenido pela identificagio
dos casos por letras e nimeros; além disso, esta pesquisa poderd trazer s beneficios de fornecer melhor exatidao ao
diagnéstico anatomopatolégico de megaesofagos e este conhecimento ser aplicado para melhor entendimento de
diferencas na patogénese de megaesdfago chagasico e idiopitico, investigagdes da ctiopatogénese e para novas
intervengdes terapéuticas em megas.

8. RETORNO DE BENEFICIOS PARA O SUJEITO E/OU PARA A COMUNIDADE
Informado no item anterior.

9, JUSTIFICATIVA DE SUSPENSAO TERAPEUTICA (“Wash out”) — No pertinente.
10. JUSTIFICATIVA DO USO DE PLACEBO — Nio pertinente.

11. ORCAMENTO FINANCETRO DETALHADO DA PESQUISA

O trabalho ¢ retrospectivo e serfio revistos prontudrios, laudos e laminas pré-existentes. Entretanto. serfio cortadas
novas laminas e realizadas coloragdes adicionais, assim como imuno-histoquimica para diferenciagfio das células do
infiltrado inflamatorio e PCR para identificagdo de agentes infecciosos. Foi solicitado financiamento ao CNPg em agosto
de 2011 que sera descrito a seguir.

MATERIAL DE CONSUMO

Micropipetas, laminas, laminulas, navalhas para microtomia, corantes, luvas, compressas. plasticos especials para
plastificar pegas, caneta especial resistente a solventes, cassetes histologicos, recipientes pldsticos ¢ vidrarias. pingas,
tesouras, estiletes, caixa metdlica para armazenamento de material para esterilizago.

Acessérios, componentes e pegas de reposigio, recuperagiio e manutengio de equipamentos para microscopios
(condensador, objetiva) e computador (teclado e mouse, memdria), melhoria em computadores que ja possuimos e
impressoras, softwares, servigo de terceiros, tinta para impressora, papel especial para impressdo, material bibliografico,
plotagem de pdsteres para apresentagio em eventos cientificos, pagamento para custos em periddicos cientificos
indexados internacionalmente.

Subtotal: R$13.000,00.

Passagem aérea e 4 didrias para apresentagio dos resultados em evento cientifico internacional (U$: 220000 =
cerca de R$3.700,00).

Subtotal: R$3.700,00.

Material para imuno-histoquimica: micropipetas, laminas especiais para imune-histoquimica, laminulas. THC-
pen, bandejas para incubagdo e coloragdio de imuno-histoguimica, Kit novelink ou sistema de técnica de polimeros
similar, bloqueador de proteinas, DAB, solugio de recuperagio antigénica, anticorpos primdrios para diferenciacdo de
células do infiltrado inflamatério (tais como CD3, CD§, CD20, CD68, Granzyme B).

Subtotal: R$19.000,00

Material para realizagio de PCR: micropipetas, microtubos eppendorf, ponteiras descartdveis. reagentes e
primers para PCR.

Subtotal: RS14.000,00
12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR
A pesquisadora responsavel receberd apenas o vencimento de docente da UFTM.

13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE GBTE-LO
O Termo ndo serd obtido, tendo em vista que obter novo consentimento nos casos de bidpsias (esofagectomia para
tratamento do megaesofago) implicaria em novo contato com o individuo varios anos apés a cirurgia ou com sua familia

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional ¢ Administrativo da UFTM) — 2° andar. Sala H — Abadia
38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cepf@pesgpe.uftm.edu.br 8
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Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

: IDENTIFICACAO ‘

TITULO DO PROJETO: Estudo anatomopatolgico comparativo entre megaesdfago chagdsico e idiopético

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Sheila Jorge Adad

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM

DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 10/10/2011

PROTOCOLO CEP/UFTM: 2109

virios anos apos o 6bito do paciente, podendo criar uma situagio de cunslra.nginienro e anéﬂstias. sem l:;éﬁgifcrifs”para
eles.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO — O protocolo foi adequado para atender 4s determinagdes da

Resolugdo CNS 196/96. ’

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP: APROVADO
(O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apés o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO: 26/10/2011

Prof®. Ana P,

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional e Administrativo da UFTM) - 2° andar. Sala H - Abadia
38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cep@pesqpe.uftm.edu.br
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DADOS O PROJETD DE PESQUISA

Tl da Pesquiss: Analics comparaiiva da densnvagio no sislema Nenoso sntanco no megaessalago
chagisico versus idiopabico, na cardia & nos tergos ssolaghoos, am relagis a0 NS
todal de neurinics @ & proporgic ds NeUrtnics SXcitaionos. INienos.

Pasquizadorn: |RACERMA SALDANHA JURDIUEIRA

Area Tematica:

Vargdo: 1

CAAE: 00018417 2.0000.5154

InatituigHo Proponants: Hoopital de Clinicas da Universidads Federal do TAangulo Minsin
Patrocinador Principal: Finsnciamsnio Propnc

DADDS DI PARECER

KNUMEers 00 PErecsr: 2000208

Aprasantacio do Projsto:

Sagundo O pesquisator: "Endémica no Brasil, 8 dosnga de Ghagas tambam tem prevaisnca significaiiva am
ouiTeE padses da Amarica oo Sul |Andrade, 2000). Devide & infensificacio des maovimeanios populacionais, a
doanga de Chagas iomou-56 um desafio mandial; Greas ndo sndémicas, s como a Ewrcpa & o Japdo, tsm
registrado cascs decsa doanga &, nos Estados Unidos, esfima-ce qus mais de 300,000 individucs sejam
infectados paio T, ez (Coura, 2010].

Mo Brasil centrad, & comum o megassifage chagasico (MEC) comd forma de expressic da dosnca ds
CGhagas. Na EUropa 8 na AMEnica oo Mo, a principal fTorma 08 megassotago tem causn desoonhsoida,
SEN00 denNominacs de megassolago idiopatico [MEN ou acalasia idiopatica. Fol daccrito pela pameira vez
&M 1072 por Wilis 8 apresanta-ce cinicaments Oa 107Ma Mo Sameinanta 20 CRaQAsicd; no antanio, ate
hoje sua abologia nao 1o asclarecida (Bingsson &t al, 1007).

Tanto o MEG guanic o MEI curzam clinicamente com disfagia, requngitacho, pirose & smagrecimento &
ambos aumentam o fisco dé cancer esofagico (Dias, 1007, Swain, 2003).

MEGC & MEI tam manitastagdes cinicas & ratamsnic semelhantes. Em ambos cbsanva-se redugdo do
nOmens de NEUronics o plaxo misnténico do estago (GOLDELUM, 1004; KOBERALE, 1008).

Endersgoc  Pa badre Mara Jose, 1‘.12.

Bairo: Bosza Sra Abadia CEP: 38055100
UF: L3 Wunicipicc  UBERSES
Teletome:  {34:3700-0770 E-mail: [epE pesgog Ui et b
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Enfratanto, seqgunde HIFAND (1000), no ME] prevalscs 4 lesfio da inenvagiio mibitoria 8, no MEC, ha
compromatimenic tanio da nsnvego indbitdna, quanto da excifatoria Todaviz, SH0 MUty BECEES0E 05
trabalhves sictematizadoes sobre ME]

A inervacdo do ectincier infenor do ecolago (EEN), bem como 9o restants do midsculo Bse do ecblago, &
depeandanis o Sistema Nervoss aultnomo, parassimpaboo & simpatico, em consySo com o Sistema
Hervoso Enb&rico com Seus dois plexos, misntarico ou de Ausiach & SUDMLCCS0 OU da BABisSner, A
inarvagko parassimpatica & dependents di Meno vago que contam fibras alsreniss & slereniss &m comsxio
com o nbclkeo motor dorsal do vago. A inensagio simpaiica & dependente do cadseia simpaBoa tordccs. As
fibras colinsrgicas atuam peda livsrapio da acstilcoling, a5 adrensngicac de noradrenaling & as foras
inibidoras nGo-adranergicas nBo-colinargicas pela liberagdo de Pepiides Infestingd Vasostivo (VIF), Coddo
Hitrico (NO) 8 ATP [SINGARAM o al, 10:04).

A pracsfo bacal do EE] & devida S0 10riEs masgsnicn & SUA POosicio de repouso & a coniragiio. A confragho &
dapandants da afividads colingngica @ o relaxamanto principalmants peta libersgio do WO, O controle do
O0NMLES FAOOSNIcD basad do EEl & moduisde por grands vanedads de MOImonias & Neuntiransmissones, denfra
alas VIF 8 MO, neurciransmissones BRsrados pelos Neundnios. inibionos gqus atuam reduzindo a pressio do
EEi. &0 confrano, a substancia P (SP) & um neurciransmisso sxclabono que causa sumsente da pressio
(S0 AL, CHAUDHURY, 2008) "

Objetivo da Pasquiss:

Segundo o pesqusador: *1. Em ecdiagos ¢8 chagisicns sam mega (GSME):

1A Verficar e a densrvacho da canks & malon Qus Nos 0SMEEs ISp0s 00 ssngo.

1.B. Verificar 58 8 densrvaghs & Solaliva &M relscao O NeUronios inbionos ouw sxcitaionias.
2 Em ssiingos de chagisicos com mega [MEG):

2 A Varificar e a denenvagho da cards & maior gue Nos DsmaEs Bipos oo estiago

2 B. Varficar se a densnagio & saletiva em retagdc 8 neuronics inibitdnos ou sxcitainios.
3. Em ecidagos de ndo chagasicos oom maga {megasstingo idiopalios - BEL):

3_A. Varificar 56 a densrvago da cartka & maicr gue Nos demss IsIgns oo ssidago.

3.B. Verificar e 4 denanagho & saletiva em relagio 8 nsuronics inibibdrios ou sxcitaitnos.
4 Vemnficar e ha diferengas entre o MEG & 0 ME! & tambam &m relagho aos grupos CEME 8 MG, quanio 4
difminsGED 0o NUmMEro:

4 A todnl de neurdnice oS dfsnsniss iSngos 8 caria

4.B. da naurtnics inititoncs & excitaitnos.”

Enderego: P badee kiara Joss, 120

Bamrro: Mcssa Sra Abariia CEP: 38055100
UF: G kiunicipicc WEERAES
Telslone  (34ET00-0770 E-mail: cep & pesopgutioadiebr
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Avaliagio dos Riscoa & Benaticios:

Segundo o pesqUSaOoTr

*For um lado, o Unico fsco previsio & o de penda de confidencialidads, que sera prevenida psia identiicacio
doc participantss por numeros. Esta forma de prevengio nos panscs alicisnis.

Por cutro kado, esta pesquisa pods fomecsr elemantos para o diagnasSico diferencial, para o entandimanto
da stiopalcgeness & para novas iNfervencias israpsuticas em pacientss Megas. ASEim, NoS parscs qus o
banaficios suplantam o fseos.”

Comantarios & Conaideractss aobre 8 Peagquiaa:

Estudo retrospectivo quantitative comparativo em material de necropsia & de biopsia (ssolagectomia) do
Sarvipo e Patclogia Ginorgica oo Hospital de Glinicas da UFTRA.

Considaragidss aobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Tooos OF 1rmas 1075m Spresantasos SoequUataments.

O pecquisador sfetuou o pedido de dispenca de apicacio do Temo de Concanbiments Livre & Esclanscido
por 58 tratar de material de bicpsia & necropsla do senvige de pabsiogia. O pesquisador justificou a dispensa
de afimandc qus a cbiengio do TCLE podena causar desconfonos aos participantsas ou a0 seus tamiliarss,
além da inviabilidads de lecalizagho ds grands parte amostra, por se tratar ds voluntanos qus ja ndo
residem no endersgos do pronfudnio.

Conclugdas ou Pendéncias @ Lista de Inadequagdes:

De acordo com as afribuiciss definidas na Resolugfo CHS 484/12 & norma opsaracional 0012013, o
colegiado do CEP-UFTM manifesia-s=a pela aprowagio do protocolo de pesquisa proposto, em reunifio dia
120572017

Consideragdes Finaig a critério do CEP:

A sprovaioe do protocolo o8 pesquiza pelo CER/UFTM da-se em decomancia do alsndmanto 8 Resolugho
GHS 40012 e norma operacional 001/2013, nfio implicando na qualidade centifica do mesmo.

Conforme prevé a lsgislagho, s80 responsabilidades, indslegaveis & indsclindveis, do pesquisador
responsavel, dentrs ouiras: comunicar © inkcio da pesguisa a0 CEF; elaborar & aprasentar os relatonios
parciaiz (semestralments) & final. Para isso deverd ser ufilizada a opgdo 'nofificago’ disponivel na
Platatorma Brasil.

Enderegoc P badre Maris Jozss, 122

Bairn: Posza S Abadia CEP: 38025100
UF: LS Municipic: UBERAES
Telslons [4ET00-07TO E-mail: cep & pesqpg utim e br
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Tipa Documents AU Postagem Autor Siuaco
Infommiagtes Backcas | PO_INFORMAGOES_BASIGAT DO F | 2103207 Al |
| do Projsto BOJETO_E81411.pdl DE:40:23
Progato Detainado ! | Protocohd CEP.COC ZH0E2M T | LUCINDA ALHIED
Birachura 084758 | CALHEIRDS
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