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RESUMO

Objetivo: Avaliar a densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3, a percentagem de
colégeno, a densidade de mastécitos e a presenca de processos patoldgicos na musculatura
intestinal de pacientes biopsiados. Métodos: Foram selecionados 35 pacientes submetidos a
biépsia de intestino entre 1997 a 2015. Os pacientes foram divididos em trés grupos: chagasicos
com lesdo de mucosa (n=13), chagasicos com mucosa integra (n=12) e ndo chagasicos sem
lesdo de mucosa (n=10). Foram realizados processamento histoldgico dos fragmentos biopsiados
e imunohistoquimica para galectina-3. Cortes adicionais foram corados por hematoxilina e
eosina, para avaliar os processos patoldgicos gerais, pelo picrosirius, para avaliacéo do colageno,
e pelo azul de toluidina, para avaliar a densidade de mastdcitos. Resultades: Os pacientes do
grupo chagasicos com lesdo de mucosa apresentaram frequéncia significativamente maior de
ganglionite e miosite quando comparados aos dos grupos chagdsico com mucosa integra e nao
chagasicos. A densidade das células imunomarcadas por anti-galectina-3 foi significativamente
maior no grupo chagésicos com mucosa integra quando comparada ao grupo ndo chagésico.
0 grupo de chagasicos com mucosa integra apresentou maior percentagem de colageno em
relagdo aos grupos chagasicos com mucosa lesada e ao grupo de nao chagasicos, com diferenca
significativa. Nao houve diferenca significativa com relacéo a densidade de mastdcitos entre os
trés grupos. Conclusao: A maior densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3 nos
pacientes do grupo chagasico com mucosa integra sugere a necessidade de maior atengéo na
avaliacdo clinica desses pacientes, uma vez que essa proteina esta associada com transformagéao
e progressao neopldsica.

Descritores: Coldgeno; Doenga de Chagas; Galectina-3; Mastdcitos; Megacélon

ABSTRACT

Objective: To evaluate the density of anti-galectin-3-immunostained cells, collagen percentage,
mast cell density and presence of pathological processes in intestinal muscle biopsies of patients.
Methods: Thirty-five patients who underwent intestinal biopsy were selected from 1997 to 2015.
Patients were divided into three groups: chagasic patients with mucosal lesion (n=13), chagasic
patients with intact mucosa (n=12) and non-chagasic patients with no mucosal lesion (n=10).
Histological processing of the biopsied fragments and immunohistochemistry for galectin-3 were
performed. Additional sections were stained with hematoxylin and eosin to evaluate the general
pathological processes, picrosirius for evaluation of collagen and toluidine blue to evaluate the
mast cell density. Results: Patients of mucosal lesion group had a significantly higher frequency
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of ganglionitis and myositis when compared to the chagasic
patients with intact mucosa and non-chagasic group. The density
of anti-galectin-3-immunostained cells was significantly higher in
the chagasic patients with intact mucosa group when compared to
the non-chagasic group. The group of chagasic patients with intact
mucosa presented a higher percentage of collagen in relation to the
patients with mucosal lesion and to the non-chagasic group, with
a significant difference. There was no significant difference in mast
cell density among the three groups. Conclusion: The higher density
of anti-galectin-3-immunostained cells in patients in the chagasic
patients with intact mucosa group suggested the need for greater
attention in clinical evaluation of these patients, since this protein is
associated with neoplastic transformation and progression.

Keywords: Collagen; Chagas disease; Galectin-3; Mast cells; Megacolon

INTRODUGAO

A doenca de Chagas, descrita por Carlos Chagas, em
1909, é uma zoonose potencialmente letal,) que afeta
milhoes de pessoas na América Latina.® A Organizagio
Mundial da Satide (OMS) estima em aproximadamente
6 a 7 milhdes o nimero de pessoas infectadas em todo
o mundo — a maioria na América Latina. No Brasil, o
numero de pessoas infectadas é em torno de 1.156.821,
o qual é muito expressivo no contexto sanitario e social
do continente, requerendo prioridade e atencdo por
parte dos paises.® Cerca de 20 a 30% dos individuos
infectados desenvolvem cardiomiopatia e/ou sindromes
digestivas, levando a incapacidade ou a morte, com
implicagdes de ordem social e econdmica.”» Na forma
digestiva da doenca de Chagas, existe destruicao de
ganglios intramurais e desnervacdo parassimpdatica
em todo o trato digestdrio, afetando especialmente o
esofago e o retossigmoide.®

A associacdo entre a forma digestiva da doenca de
Chagas e neoplasias malignas varia de 3,4 a 9,2%. Na
doenca de Chagas, as neoplasias podem surgir devido a
dilatacao do 6rgao e a consequente estase alimentar, de-
sencadeando contato prolongado entre os agentes cance-
rigenos ¢ a mucosa intestinal.® Dessa maneira, as altera-
¢oes que ocorrem na infeccao cronica por Tiypanossoma
cruzi (T cruzi), em especial a denervagdo mioentérica,
responsavel pelas formas digestivas da doenca, guardam
estreita relacao com a etiopatogenia da carcinogénese
colorretal.”’ De acordo com a ultima estimativa mundial,
o cancer de colon e reto configura-se como o terceiro
tipo mais comum entre os homens, com 17.380 casos no-
vos, e 0 segundo tipo de cancer mais comum nas mulhe-
res, sendo 18.980 casos novos para o ano de 2018.®

Varias moléculas participam do quadro inflamatdrio
na doenca de Chagas, dentre elas a galectina-3 (Gal-3).19
Ja foi demonstrado que 7. cruzi utiliza a Gal-3 para
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interagir com a laminina, principal constituinte das
membranas basais, promovendo a fixacao e a entrada do
parasita.!V Por outro lado, a menor expressao de Gal-3
favorece a multiplicacao dos amastigotas, o que sugere
que essa galectina desempenhe controle no decorrer da
infeccao chagasica.!? Além de controlar multiplicaciao
dos amastigostas, sabe-se que a Gal-3 é importante na
fibrogénese, > encontrando-se aumentada em miofi-
broblastos e mondcitos ativados, além de ser importante
para ativacdo de mastocitos.'® Os mastdcitos liberam
triptase e trombina, que aumentam a diferenciacao de
fibrécitos humanos, levando a formagao de fibras cola-
genas em tecidos danificados.(!”

Embora a Gal-3 pareca ser importante para o con-
trole de 7' cruzi,"» essa galectina foi associada com a
malignizagao de algumas lesoes, sendo sugerido, inclu-
sive, que a avaliacdo dessa galectina poderia funcionar
como marcador para lesdes tumorais.!® No entanto, o
papel da Gal-3 nas neoplasias ainda nao é bem com-
preendido. Geralmente, estd relacionada com adesao
célula-célula e adesao célula-matriz, polaridade celu-
lar, motilidade, ativacao, diferenciacdo, transformacgao,
sinalizacao, regulacdo da imunidade adaptativa/inata e
angiogénese.!)

Em cénceres colorretais, ja foi demonstrado que a
grande expressao de Gal-3 promove o inicio e a pro-
gressao dos tumores, estando associada com metastase
e com mau progndstico.?” Pacientes com aumento na
expressao de Gal-3 vao a 6bito com mais frequéncia ou
possuem maior tendéncia de recidivas. No entanto o
risco de morte é reduzido em pacientes com auséncia
ou baixa expressao de Gal-3.%

No presente estudo, levantamos a hipdtese de que os
pacientes com megacolon chagéasico apresentam maior
frequéncia de processos patoldgicos, como miosite e
ganglionite; maior percentagem de colageno; e maior
densidade de mastdcitos na camada muscular do célon.
Além disso, acreditamos que os pacientes chagasicos
apresentam maior expressdo de Gal-3, principalmente
em areas com lesao de mucosa visivel a colonoscopia. A
grande expressao de Gal-3 nessas lesoes indicaria maior
probabilidade de transformacao maligna e de metastase
de lesoes cancerigenas. Assim, a avaliacao de Gal-3
poderia contribuir como um fator adicional para deter-
minar o potencial de malignidade das lesoes encontradas
nos megacolons chagasicos.

OBJETIVO

Avaliar a frequéncia de processos patoldgicos, a per-
centagem de coldgeno, a densidade de mastdcitos e a
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densidade de células imunomarcadas por anti-Gal-3 na
musculatura intestinal de pacientes biopsiados com
megacolon chagdsico que apresentavam mucosa integra
ou lesada a colonoscopia.

METODOS

Selecao dos pacientes

Foram selecionados 35 fragmentos de c6lon prove-
nientes de bidpsias de 35 pacientes com idade entre 44
a 85 anos. Os pacientes foram divididos em trés grupos,
de acordo com a descrigao presente nos laudos: chaga-
sicos com lesao de mucosa (CLM) (n=13), chagasicos
com mucosa integra (CMI) (n=12) e ndo chagasicos
sem lesoes de mucosa (NC) (n=10). Os individuos fo-
ram homogeneizados de acordo com idade e sexo.

Os critérios de inclusao foram: (1) para o Grupo
CLM: pacientes chagasicos, apresentando megacélon
com a mucosa intestinal ulcerada e/ou com hipotrofia
de mucosa; (2) para o Grupo CMI: pacientes chaga-
sicos, apresentando megac6lon com mucosa intestinal
integra; (3) para o Grupo NC: pacientes com infarto
intestinal, ndo chagésicos e que nao apresentavam
qualquer lesao inflamatdria de mucosa ou na muscu-
latura intestinal. Para este grupo, os fragmentos foram
retirados na regiao proxima ao infarto.

Foram excluidos do estudo os pacientes com mega-
colon de outras etiologias; pacientes com idade inferior
a 18 anos; chagasicos sem megacdlon e pacientes que
apresentavam lesoes de mucosa intestinal sem apresen-
tar megacolon chagasico.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM), sob o nimero CAAE:
22725013.4.0000.5154 e parecer 735.931. ApOs aprova-
¢do, foi realizado estudo retrospectivo longitudinal com
a analise de protocolos de bidpsias completas realizadas
com indicacao clinica em um laboratdrio particular da
cidade de Uberaba (MG), no periodo entre 1997 a 2015.

Processamento histoldgico

Os fragmentos biopsiados da camada muscular pro-
pria do colén foram incluidos em parafina e cortados
em micrétomo, obtendo-se cortes de Sum de espessura.
Esses cortes foram colocados sobre laminas de vidro
e corados pelas seguintes coloragoes: hematoxilina e
eosina, para avaliacdo de processos patologicos gerais;
picrosirius, para avaliacdo do colageno; azul de tolui-
dina, para avaliacao dos mastdcitos. O outro corte foi
colocado em lamina silanizada para o processamento
imunohistoquimico para Gal-3.

Processamento e avaliagao imunohistoquimica

para Galectina-3

Para o processamento da imunohistoquimica para Gal-3,
os cortes foram desparafinados, reidratados e lavados
com agua ultrapura por 5 minutos a temperatura am-
biente. Posteriormente, foi realizada a recuperagao
antigénica ao calor imido, com acido citrico 0,01M e
pH 6, durante 30 minutos. Em seguida, os cortes foram
incubados com tampao fosfato-salino/albumina de soro
bovino (PBS/BSA) 2%, durante 30 minutos, para blo-
queio das ligacoes inespecificas.

Os anticorpos anti-Gal-3 foram diluidos em PBS/
BSA 2% na concentragao de 1:75 (R&D, Minnesota,
EUA). Em seguida, os cortes foram incubados por 18
horas a 4°C com anticorpo primario diluido, sendo pos-
teriormente lavados duas vezes com PBS e Tiween 20 a
0,05%. Os cortes foram, entdo, tratados com metanol e
perdxido de hidrogénio (H,0,) a 3% durante 15 minu-
tos para bloqueio da peroxidase endogena dos tecidos.
Para a deteccao do anticorpo, a técnica utilizada foi a
de avidina-biotina conjugada com peroxidase (ABC)
utilizando o kit Isab-plus (DAKO, Carpinteria, EUA).
O complexo foi incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente do laboratério (22°C a 25°C), e lavado com
PBS da mesma maneira que anteriormente.

A revelacao foi realizada com diaminobenzidina
(DAB) (0,5mg/mL) ¢ H,O, 0,05% a temperatura am-
biente, ao abrigo da luz. Logo apds, os cortes foram
lavados em dgua destilada, contracorados com hemato-
xilina de Harris e montados com Entellan.

As laminas, nas quais foi realizada a técnica de imu-
nohistoquimica para Gal-3, foram analisadas sob mi-
croscopia de luz comum, na objetiva de 63x, utilizando
o microscopio Eclipse (Nikon, Berlim, Alemanha). A
contagem de células imunomarcadas por Gal-3 foi rea-
lizada em todos os campos da musculatura intestinal.
Com o auxilio de lamina micrometrada, foi calculada
a area do campo na objetiva de 63x. Em seguida, essa
area (0,14um?) foi multiplicada pelo nimero total de
campos analisados para obter a area total analisada.
Com o ntimero total de células imunomarcadas e a area
total analisada, foi calculada a densidade de células
imunomarcadas, sendo expressa em nimero de células
por um?

Determinacgao da percentagem de colageno

Para a avaliacdo da determinacdo da percentagem de
coldgeno na musculatura intestinal, foram utilizadas
laminas coradas pelo picrosirius. A coloragao de picro-
sirius permite visualizar os coldgenos tipo I e tipo III,
permitindo andlise qualitativa das fibras coldgenas do
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tecido conjuntivo, por meio das diferencas de cores, in-
tensidade e birrefringéncia dos tecidos corados, distin-
guindo principalmente as fibras tipos I e III. As fibras
tipo I se apresentam grossas, altamente birrefringentes
e na cor vermelha, enquanto que as fibras tipo III se
apresentam em feixes finos, com fraca birrefringéncia
e na cor amarelo-esverdeado. A anélise do colageno foi
realizada em todos os campos onde foi possivel obser-
var musculatura. As imagens foram capturas utilizando
um microscopico de luz comum Axio 4.1 (ZEISS, Berlim,
Alemanha), uma camera capturadora de imagem
Axiocam (ZEISS, Berlim, Alemanha), um computador
e o programa Axiovision 4.8 (ZEISS, Berlim, Alemanha).
As imagens vistas no microscopio foram transmitidas ao
monitor do computador. Para esta analise, foram utili-
zadas a objetiva de 40x e um filtro polarizador. Na ima-
gem polarizada, o coldgeno apresentou birrefringéncia
com coloracao amarelada, avermelhada ou esverdeada,
sendo marcadas pelo examinador com auxilio de um
cursor. Dessa forma, o programa determinava automa-
ticamente a percentagem de coldgeno por campo.

Determinacao da densidade de mastdcitos
Para a avaliagdo da densidade de mastdcitos, foram
utilizadas 1aminas coradas pela técnica de azul de to-
luidina. Os cortes foram desparafinados, lavados em
agua destilada, corados com Orange G e rapidamente
imersos em alcool a 60%. Em seguida, as laminas foram
rapidamente imersas em azul de toluidina e rapidamente
lavadas em agua corrente. As imagens foram analisadas
em um microscopico de luz comum (Nikon, Berlim,
Alemanha), com objetiva de 40x.

A contagem de mastdcitos foi realizada em todos
os campos da lamina. Com o auxilio de uma ladmina mi-
crometrada, foi calculada a area de cada campo, sendo
tal area multiplicada pelo nimero total de campos ana-
lisados, a fim de se obter a area total analisada. Com
o numero total de mastdcitos e a area total analisada,
foi calculada a densidade de mastdcitos, expressa em
numero de mastocitos por wm?.

Avaliacao dos processos patolagicos
A avaliacao dos processos patoldgicos gerais foi realizada
nas laminas coradas pela coloracdo de hematoxilina e
eosina. Foram avaliados como presente ou ausente os
seguintes processo patoldgicos: ganglionite, miosite,
congestao, hemorragia, degeneragiao e necrose, sendo
estabelecido escore de zero e 1, onde zero corresponde
a ausente e 1 a presente.

As anilises histoquimica e imunohistoquimica foram
realizadas por um tinico examinador calibrado e as cegas.
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Andlise estatistica

A anilise estatistica foi realizada por meio dos softwares
GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, Califérnia,
USA). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado
para a avaliacao da normalidade. Nos casos de distri-
buicao normal para comparagio entre os trés grupos,
foi utilizado o teste de anélise de variancia (ANOVA) e,
nos casos de distribuicao nao normal, foi empregado o
teste Kruskal-Wallis. Para comparacao entre chagésicos
(CMI+CLM) e nao chagasicos (NC) com distribuicao
normal, utilizou-se o teste ¢ de Student e, para distribui-
¢ao ndo normal, utilizou-se o teste de Mann-Whitney.
Para comparacdo entre sexos, utilizou-se o teste 2.
Para as correlacoes, utilizou-se o teste de correlagao de
Spearman. O nivel de significancia assumido foi de 5%
(0<0,05).

RESULTADOS

Ao avaliar os individuos dos trés grupos, nao houve di-
ferenca significativa em relacao a idade e ao sexo, de-
monstrando distribuicio homogénea entre os grupos
(Tabela 1).

Tabela 1. Distribuigéo de idade e género dos individuos dos grupos chagéasicos
com lesdao de mucosa, chagasicos com mucosa integra e nao chagasicos

CLM CMI NC

(n=13) (n=12) (n=10)

|dade (Mediana) (méx-min)’ 67 (85-44) 66 (82-54) 69 (80-56)
Género (M: F)* 4:9 4:8 6:4

“teste ANOVA, F=0,8458; p>0,050; * teste y?=2350,2; p=0,309
CLM: chagasico com lesdo de mucosa; CMI: chagésico com mucosa integra; NC: ndo chagasico sem lesdo de mucosa.

O Grupo CLM apresentou frequéncia significati-
vamente maior de miosite (p=0,0250) e de ganglionite
(p=0,0390) quando comparado aos demais. Os indivi-
duos chagasicos (CLM + CMI) apresentavam frequén-
cia significativamente maior de miosite (p=0,0216) e de
ganglionite (p=0,0140) quando comparados ao Grupo
NC (Figura 1 e Tabela 2).

A densidade de células imunomarcadas por anti-
-Gal-3 foi significativamente maior nos pacientes cha-
gésicos (CLM + CMI) quando comparados ao Grupo
NC (p=0,0032; dados nao demonstrados) e significati-
vamente maior no Grupo CMI quando comparado ao
Grupo NC (p=0,0050) (Figuras 1 e 2).

Com relacao a densidade de mastdcitos, nao houve
diferenca significativa entre os trés grupos (p=0,5883)
(Figura 3).
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Figura 1. Ganglionite, miosite, expressao de Gal-3 e fibrose na camada
muscular propria do célon de pacientes dos grupos chagdsicos com lesao de
mucosa, chagasicos com muscosa integra e nao chagésicos. A) Ganglionite
no grupo chagasicos com mucosa lesada (CLM); B) Ganglionite no grupo
chagésico com mucosa integra (CMI); C) Auséncia de ganglionite no grupo
nao-chagasico (NC); D) Miosite no grupo chagasico com leséo de mucosa
(CLM) (HE, 400x); E) Miosite no grupo chagasico com mucosa integra (CMI)
(HE, 400x); F) Auséncia de miosite no grupo chagdsico com mucosa integra
(CMI) (HE, 400x); G) Expressao de Gal-3 no grupo chagésico com lesao

de mucosa (CLM) (Imunohistoquimica, 400x); H) Expresséo de Gal-3 no

grupo chagasico com mucosa integra (CMI) (Imunohistoquimica, 400x); 1)
Expresséo de Gal-3 no grupo nédo chagasico (NC) (Imunohistoquimica, 400x);
J) Fibrose no grupo chagésico com mucosa lesada (CLM) (Picrosirius, 1600x);
K) Fibrose no grupo chagasico com mucosa integra (CMI) (Picrosirius, 1600x);
L) Fibrose no grupo nao chagésico (NC) (Picrosirius, 1600x); M) Fibrose no
grupo chagasico com lesdo de mucosa (CLM) (Picrosirius; imagem polarizada,
1600x); N) Fibrose no grupo chagésico com mucosa integra (CMI) (Picrosirius;
imagem polarizada, 1600x); O) Fibrose discreta no grupo nao chagasico (NC)
(Picrosirius; imagem polarizada, 1600x)

Tabela 2. Distribuicao dos processos patoldgicos gerais nos grupos chagésicos
com mucosa lesada, chagésicos com mucosa integra e nao chagasicos

P CLM (#11]] NC
Processos patologicos

n=13(100%) n=12(100%) n=10(100%)
Congestdo* 6 (46,15%) 10(83,33%) 6 (60%)
Hemorragia* 0(0%) 2(16,67%) 1(10%)
Degeneragao’ 3(23,08%) 4(33,33%) 2(20%)
Necrose* 0(0%) 0(0%) 1(10%)
Miosite*t 10(76,92%) 6 (50%) 2(20%)
Ganglionite*s 6(46,15%) 5(41,67%) 0(0%)

*indica diferenca estatistica; * teste y?=3.744,2; p=0,153; * teste exato de Fisher (CLM+CMI versus NCJ; p=1; ' teste y?=0.582;

p=0,747; * teste exato de Fisher (CLM+CMI versus NC); p=1;  teste 3?=7.347,2; p=0,025; * teste 3=6.475,2; p=0,039.
CLM: chagésico com lesdo de mucosa; CMI: chagasico com mucosa integra; NC: ndo chagasico sem lesdo de mucosa.
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* Diferenca estatistica de acordo com o teste Kruskal-Wallis, K=10,58; p=0,0050.
CLM: chagasico com lesao de mucosa; CMI: chagasico com mucosa integra; NC: ndo chagésico sem lesdo de mucosa.

Figura 2. Densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3 entre os
grupos chagasicos com lesao de mucosa, chagasicos com mucosa integra e
nao chagasicos
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Teste de Kruskal-Wallis, K =1,061; p=0,5883.
CLM: chagasico com lesao de mucosa; CMI: chagésico com mucosa integra; NC: ndo chagésico sem lesdo de mucosa.

Figura 3. Densidade de mastdcitos entre os grupos chagésicos com lesédo de
mucosa, chagasicos com mucosa integra e nao chagasicos

Os pacientes chagasicos (CLM + CMI) apresenta-
vam percentagem de coldgeno significativamente maior
que os pacientes do Grupo NC (p=0,0014; dados nao
demonstrados). A percentagem de colageno foi signi-
ficativamente maior nos Grupos CMI e CLM quando
comparados ao Grupo NC (p=0,0002) com predomi-
nio de colageno tipo I, tipico de processo inflamato-
rio cronico, visto na cor avermelhada na luz polarizada
(Figuras 1 e 4).

Independentemente da integridade da mucosa, os
pacientes chagasicos apresentaram maior densidade
de células imunomarcadas por anti-Gal-3 e maior per-
centagem de colageno quando comparados aos nao
chagasicos.
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Figura 4. Percentagem de coldgeno entre os grupos chagasicos com lesdo de
mucosa, chagésicos com mucosa integra e nao chagasicos

DISCUSSAO

Embora o papel biologico da Gal-3 néo seja totalmente
conhecido, sabe-se que ela esta associada com adesao,
proliferacao celular e apoptose. Além disso, participa
de processos patoldgicos, como hipertrofia celular, in-
flamacao e transformacio neoplésica.?? Na doenga de
Chagas, a Gal-3 aumenta a aderéncia de 7. cruzi a matriz
extracelular, permitindo que os parasitas acumulem-se
nesses locais antes de invadir as células hospedeiras.®)

A Gal-3 apresenta também acao pro-inflamatdria,
mesmo participando da fixagdo de 7. cruzi aos tecidos,
estando aumentada em coragdes de camundongos cro-
nicamente infectados pelo parasita.'” Como no pre-
sente estudo, 0s pacientes chagésicos apresentavam
densidade significativamente maior de células imuno-
marcadas por anti-Gal-3 quando comparados aos nao
chagasicos. Sugerimos que esse aumento seja em de-
corréncia do quadro inflamatério ocasionado pelo pa-
rasita. Esse achado corrobora estudo anterior realizado
pela nossa equipe, que demonstrou maior densidade
de Gal-3 no megacdlon dos chagasicos comparados aos
nao chagésicos, mas sem considerar a presenga de le-
soes de mucosa.?¥ Como os pacientes do Grupo CMI
apresentaram densidade significativamente maior de
Ga-3 quando comparados ao Grupo NC, reforcamos a
hipdtese de que essa galectina estaria aumentada devi-
do a infeccao chagdasica, e ndo em funcao de possiveis
lesdes de mucosa, que poderiam afetar a muscular pro-
pria do célon com consequente inflamacao.

As alteragoes mais frequentes no megacélon cha-
gasico sao miosite, ganglionite, periganglionite, neurite,
perineurite, desnervagao e fendOmenos degenerativos
dos neurdnios,™ o que corrobora os achados do pre-

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-8

sente estudo, pois os chagasicos (CLM + CMI) possuiam
presenca significativamente maior de ganglionite e mio-
site, quando comparados aos pacientes do Grupo NC.
Quando se realizou a comparacao entre os trés grupos,
o Grupo CLM possuia presencga significativamente
maior de ganglionite e de miosite, quando comparado
aos demais grupos. Dessa forma, o processo inflamato-
rio nos ganglios e na musculatura intestinal do Grupo
CLM deve ocorrer também pela propagacao do proces-
so inflamatdrio da mucosa, e ndo apenas pela infecgao
por 1. cruzi na musculatura intestinal. Além disso, como
os chagasicos apresentavam maior densidade de células
imunomarcadas para Gal-3, acreditamos que essa ga-
lectina, por apresentar acao pré-inflamatoria, poderia
estar contribuindo para o quadro de miosite e de gan-
glionite. O presente estudo foi o primeiro a comparar
a frequéncia de miosite e de ganglionite entre pacien-
tes chagésicos com mucosa lesada e mucosa integra a
colonoscopia.

A Gal-3 esta associada também com fibrose, parti-
cipando da ativacao de miofibroblastos. J4 foi demons-
trado que a atividade fibrética do fator de transforma-
cao do crescimento (TGF-B) s6 ocorre na presenca de
Gal-3® e a auséncia de Gal-3 esta relacionada com
a interrupgdo do processo fibrogénico.!® Além disso,
essa galectina provoca aumento do nimero e degranu-
lacao de mastdcitos.!® Os mastdcitos liberam triptase e
trombinha, que aumentam a diferenciacdo de fibrécitos
humanos, que, por sua vez, levam a formacao de fibras
colagenas em tecidos danificados.!” No presente estu-
do, os pacientes chagasicos (CLM+CMI), que também
apresentavam maior densidade de Gal-3, apresentavam
percentagem de colageno significativamente maior que
o Grupo NC, o que corrobora com a literatura, pois ja
foi demonstrado em camundongos que 7. cruzi pode ser
o responsavel direto ou indireto por alteracoes molecu-
lares em diferentes tecidos e 6rgaos, podendo induzir
lesoes celulares, resposta inflamatoria e fibrose media-
da pela Gal-3.?” No entanto, nosso estudo foi o primei-
ro a associar Gal-3 com fibrose em doenca de Chagas
em humanos.

Ao analisar individualmente os grupos, a percen-
tagem de colageno foi significativamente maior nos
grupos CMI e CLM, quando comparados ao NC, com
predominio de colageno tipo I, tipico de processo infla-
matdrio cronico, visto na cor avermelhada na luz polari-
zada. Embora nao encontramos estudos que avaliaram
a percentagem de colageno comparando areas com ou
sem lesao de mucosa intestinal, sabe-se que, na doenga
de Chagas, existe maior percentagem de colageno nos
6rgaos afetados.® Além disso, durante inflamacao,
existe liberacdo de substancias que apresentam agao
litica, como metaloproteinases-2, enzimas proteoliticas



Embora com mucosa integra a colonoscopia, megacélons chagasicos apresentam superexpressao de Gal-3

que estao envolvidas na lise do colageno,® o que tal-
vez justifique o fato de o Grupo CLM ter apresentado
percentagem relativamente menor de colageno que o
Grupo CMLI, provavelmente em decorréncia da resposta
inflamatodria nesses locais.

Sabe-se que, na fase cronica da doenga de Chagas
ocorre aumento do nimero de mastdcitos em varios
locais.'® Estudos realizados em medula dssea de ca-
mundongos demonstraram que a Gal-3 esta relaciona-
da com o aumento do niimero e degranulagao'® dessas
células. Portanto, levantamos a hipdtese de que os cha-
gésicos apresentassem maior densidade de mastdcitos,
ja que apresentavam maior densidade de células imu-
nomarcadas por Gal-3. Entretanto, no presente estudo,
nao houve diferenca estatistica em relaciao a densidade
de mastdcitos entre os grupos avaliados. Dessa forma,
grande parte dos mastdcitos teriam sofrido degranulagao,
impossibilitando que fossem identificados.

Além de estar envolvida no processo inflamatério
na doenca de Chagas promovendo a fixa¢ao do parasi-
ta nos tecidos, degranulacao de mastdcitos e fibrose, a
Gal-3 esta também associada com neoplasias em varios
locais, estando associada com o aumento da capacida-
de invasiva, a diminuicao da apoptose, a angiogénese
e o crescimento tumoral.®” Em cinceres colorretais, a
grande expressao de Gal-3 promove o inicio e a pro-
gressao dos tumores, estando associada com metdstase
e com mau prognéstico.?” Além disso, pacientes com
aumento da expresssao de Gal-3 vao a ¢bito com mais
frequéncia ou possuem maior tendéncia a apresentar
recidivas. Por outro lado, o risco de morte é reduzido em
pacientes com baixa expressdao ou auséncia de Gal-3.2Y
Portanto, como encontramos maior densidade de Gal-3
no Grupo CMI, quando comparado ao Grupo NC, su-
gerimos que os pacientes chagasicos, mesmo que nao
apresentem lesao clinica ao exame de colonoscopia, de-
veriam ser acompanhados periodicamente, no sentido
de prevenir o desenvolvimento de neoplasia de célon,
ja que apresentam mais Gal-3 nesses locais.

CONCLUSAO

Pacientes chagédsicos com mucosa integra a colonosco-
pia apresentaram superexpressao de Gal-3 e maior per-
centagem de colageno na musculatura do célon, quan-
do comparados aos chagéasicos com lesao de mucosa e
aos nao chagasicos. A maior densidade de células imu-
nomarcadas por anti-galectina-3 nos pacientes com mu-
cosa integra sugere a necessidade de acompanhamento
clinico desses pacientes, uma vez que essa proteina esta
associada com transformacado e progressao neoplasica.
No entanto novos estudos devem ser realizados para

compreender o mecanismo de acao da Gal-3 nos can-
ceres colorretais associados a doenga de Chagas, a fim
de sugerir as indicagoes e a periodicidade das colonos-
copias nesses pacientes.
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