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RESUMO

Introducdo: A galectina-3 (Gal-3) € uma molécula que tem sido associada a
uma grande variedade de neoplasias malignas, sendo conhecida como um
marcador de metéstase tumoral. A grande expressdo de Gal-3 em céancer
colorretal esta associada com mau progndéstico e com metastase. Objetivo:
Avaliar, através de bidpsia, a presenca de processos patoldgicos, a densidade
de células imunomarcadas por anti-galectina-3, a porcentagem de colageno e a
densidade de mastécitos na musculatura intestinal de pacientes com
megacolon chagasico. Metodologia: Foram selecionados 35 pacientes que
haviam sido submetidos a biépsia de intestino entre os anos de 1997 a 2015,
os quais foram divididos em trés grupos: chagasicos com lesdo de mucosa
(CLM) (n=13), chagasicos com mucosa integra (CMI) (n=12) e ndo chagéasicos
sem lesdo de mucosa (N) (n=10). Os fragmentos biopsiados foram
processados histologicamente e corados pelo picrosirius para realizar a
morfometria do colageno e pelo azul de toluidina para avaliar a densidade de
mastoécitos. A densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3 foi
determinada através da imunohistoquimica. A andlise estatistica foi realizada
utilizando os testes Shapiro-Wilk, ANOVA, Kruskall Wallis, qui-quadrado e teste
de correlacdo de Spearman, com nivel de significancia de 5% (a<0,05).
Resultados: Os pacientes chagasicos apresentavam maior presenca de
ganglionite e miosite quando comparado aos ndo chagasicos, com diferenca
significativa. A densidade das células imunomarcadas por anti-galectina-3 foi
significativamente maior no grupo CMI quando comparado ao grupo N. N&o
houve diferenca significativa com relacdo a densidade de mastdcitos entre os
trés grupos. O grupo CMI apresentou maior porcentagem de colageno em
relacdo aos grupos CLM e ao grupo N, com diferenca significativa. Conclusao:
Acreditamos que a Gal-3 esta associada ao quadro inflamatério intestinal dos
pacientes chagasicos que apresentaram densidade significativamente maior de
células imunomarcadas por anti-galectina-3. No entanto, novos estudos
deverdo ser realizados com intuito de compreender melhor o papel dessa

galectina no megacélon chagasico.

Palavras-chave: doenca de Chagas, galectina-3, megacoélon chagasico.



ABSTRACT

Introduction: Galectin-3 (Gal-3) is a molecule that has been associated with a
variety of malignancies and is known as a tumor metastasis marker. Increase in
Gal-3 expression in colorectal cancer is associated with poor prognosis and
metastasis. Aim: To evaluate, by biopsy, the presence of pathological
processes, the density of immunostained cells by anti-galectin-3, the
percentage of collagen and mast cell density in the bowel musculature of
patients with chagasic megacolon. Methods: We selected 35 patients who had
undergone biopsy of the intestine between the years 1997-2015, which were
divided into three groups: chagasic patients with mucosal injury (CLM) (n = 13),
chagasic patients with intact mucosa (CMI) (n = 12) and non chagasic patients
without mucosal damage (N) (n = 10). The biopsied fragments was processed
histologically and stained picrosirius to perform morphometry of collagen and
the toluidine blue to assess mast cell density. The density of cells
immunostained by anti-galectin-3 was determined by immunohistochemistry.
Statistical analysis were performed used the tests Shapiro-Wilk, ANOVA,
Kruskall Wallis, chi-square and Spearman correlation test, with significance
level of 5% (0<0,05). Results: Chagas disease patients had greater presence
of ganglionitis and myositis compared to non chagasic patients, with significant
difference. The density of cells immunostained by anti-galectin-3 was
significantly higher in CMI group compared to the group N. There was no
significant difference regarding the density of mast cells among the three
groups. The CMI group had a higher percentage of collagen compared to CLM
groups and the N group, with significant difference. Conclusion:
We believe that Gal-3 is associated with the inflammatory bowel disease of
chagasic patients who had a significantly higher density of anti-galectin-3-
immunolabelled cells. However, new studies should be carried out in order to

better understand the role of this galectin in the chagasic megacolon.

Keywords: Chagas disease, galectin-3, megacolon.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas € reconhecida pela Organizagdo Mundial de
Saude como uma doenca tropical negligenciada, representando um grave
problema de saide e econdmico para humanidade (ALMEIDA et al., 2009). E
causada pelo T. cruzi, parasita que utiliza a galectina-3 (Gal-3) para interagir
com a laminina e aumentar sua patogénese (MOODY; OCHIENG; VILLALTA,
2000).

A Gal-3 € uma molécula que tem sido associada a uma grande
variedade de neoplasias malignas, sendo conhecida como um marcador de
metéstase tumoral. A grande expressdo de Gal-3 em cancer colorretal esta
associada com mau prognostico e com metastase (KLESHCHENKO et al.,
2004; PEREIRA et al., 2016; SHIMURA et al., 2016). Além disso, sabe-se que
na doenca de Chagas a Gal-3, além de induzir fibrose (PSARRAS et al., 2011),
é utilizada pelo T. cruzi para interagir com a laminina, principal componente das
membranas basais, faciltando a fixacdo e entrada do parasita (MOODY;
OCHIENG,; VILLALTA, 2000).

1.1 A doenca de Chagas

A Tripanossomiase americana, também conhecida como doenga de
Chagas (DC), foi descrita pelo médico Carlos Chagas em 1909, quando
encontrou protozoarios no sangue de uma paciente. Anteriormente havia
observado os mesmos protozoarios no intestino de triatomineos, popularmente
conhecidos como “barbeiros” (GARCIA, 2009).

A DC é uma doencga parasitaria endémica, que ocorre geralmente nos
paises em desenvolvimento (ALMEIDA et al., 2009). Originaria da América
Latina, a DC atinge também outros continentes devido a constante imigracao
populacional (GARCIA, 2009), sendo a Espanha o pais europeu com maior
indice populacional de DC, com soroprevaléncia em torno de 31% (CORTEZ et
al., 2012). Grande parte dos individuos com sorologia positiva para DC nessas
areas ndo endémicas possui algum tipo de cardiopatia, sendo que muitos deles
desconhecem serem infectados, tornando-se potenciais fontes de
transmissao (MACHADO et al., 2012a).


http://link.springer.com/article/10.1007/s00281-012-0351-7/fulltext.html#ContactOfAuthor10
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Novos casos da doenca tém sido notificados em paises né&o
endémicos, como Estados Unidos, Canad4 e Suica, devido a migragéo
populacional e estdo relacionados a transmissdo congénita e/ou transfusional,
tornando-se um problema emergente também nessas regides (GASCON;
BERN; PINAZO, 2010; RASSI & MARIN-NETO, 2010).

A DC é causada por um protozoario flagelado denominado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), transmitida ao homem e a outros mamiferos por
insetos da familia Triatominae, os triatomineos, conhecidos como barbeiros,
que sao hematofagos. A forma de transmissdo vetorial ainda é a mais
importante do ponto de vista de saude publica, porém existem outras formas de
transmissdo, sendo a que acontece por transfusdo sanguinea a segunda em

importancia epidemioldgica (ALMEIDA et al., 2009).

1.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado pertencente a familia
Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida e possui capacidade de infectar
muitos mamiferos, principalmente através das fezes contaminadas dos vetores
(DIAS & COURA, 1997).

A forma mais comum de transmissdo do T. cruzi se da pela forma
vetorial, mas além desta forma, existem ainda: (a) a transmissao transfusional,
gue atualmente se encontra bem reduzida devido ao controle realizado com os
hemoderivados e hemocomponentes; (b) a transmissdo congénita que ocorre
via transplacentéria; (c) a transmissdo acidental que ocorre por contaminacao
em laboratérios e outros ambientes que manipulam sangue; (d) a transmissao
oral ocorre com a ingestdo de alimentos contaminados; (e) a transmissao por
transplantes (COURA, 2015).

Independentemente da forma que se contraiu o T. cruzi, o ciclo de
evolugdo sera sempre o mesmo. Os tripomastigotas metaciclicos acessam a
circulacdo sanguinea e penetraram em uma célula a fim de se diferenciarem
em amastigotas, o que acontece apos um periodo de laténcia de 20 a 30 horas.
Este estagio de infeccdo € bastante ubiquitario acontecendo em uma gama de
células como macroéfagos, células musculares e epiteliais. Inicialmente, a forma
tripomastigota é fagocitada pelo macrofago, seguindo-se a formacédo do

vacuolo parasitéforo. No interior do vacluolo a forma tripomastigota se
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diferencia para a forma amastigota e ocorre a lise da membrana do vacuolo. No
citoplasma das células parasitadas os amastigotas se reproduzem por
processo de divisdo binaria e iniciam sua diferenciagdo passando por uma
forma de transicdo e se diferenciando na forma tripomastigota antes da célula
hospedeira ser rompida pelo excesso de parasitos (BRENER, 1997). A lise da
célula pode acontecer antes da total diferenciacdo de amastigotas para
tripomastigotas, aparecendo diferentes formas infectantes no meio extracelular
(MORTARA, 1991), prontas para infectar as células vizinhas e iniciando
novamente o ciclo (BRENER, 1997).

A DC pode acometer varios Orgdos, sendo caracterizada por
apresentar duas fases distintas, a fase aguda e a fase cronica (COURA, 2003).

1.2.1Fase Aguda

A fase aguda da DC refere-se ao periodo inicial da infec¢do pelo T.
cruzi e pode durar de duas a oito semanas com alta parasitemia (CORTEZ et
al., 2012). A mortalidade durante a fase aguda da doenca é de cerca de 5%
dos casos geralmente relacionada a miocardite (DUBNER et al., 2008).

Quanto ao periodo do aparecimento dos sintomas, existem
divergéncias na literatura. Para alguns autores seria um periodo entre oito a
doze dias (DIAS; LARANJA; NOBREGA, 1945) e para outros um periodo entre
duas a oito semanas (CORTEZ et al., 2012).

As manifestacfes clinicas da fase aguda incluem febre, erupcédo
cutanea, lesédo no local de entrada (chagoma), dor muscular, sudorese, edema
dos ganglios linfaticos, hepato-esplenomegalia, edema subcuténeo localizado
ou generalizado (40% dos casos) (DUBNER et al., 2008).

Na DC aguda o diagnostico patolégico podera ser realizado pela
deteccdo do parasito através de métodos laboratoriais de visualizacdo do
parasito direta ou indiretamente e pela presenca de anticorpos no soro
detectados por meio de testes especificos conhecidos como
imunofluorescéncia indireta (IFl), hemoaglutinacdo indireta (HAI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Testes de maiores complexidades como testes
moleculares utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR) acoplado a
hibridizagdo com sondas moleculares, e o western blot (WB) tém apresentado
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resultados promissores e podem ser utilizados como teste confirmatorio em
qualquer fase da doenca (COURA & BORGES-PEREIRA, 2012).

Quando existe término da fase aguda, e se o paciente nao tiver sido
tratado, acontece atenuacéo espontanea da parasitemia e a doenca evolui para
a fase cronica (DIAS & COURA, 1997).

1.2.2 Fase Crbnica

A fase crbnica da DC caracteriza-se por parasitemia baixa e alto nivel
de anticorpos no sangue. Para o diagnostico da fase cronica da DC procura-se
pela presenca de anticorpos anti-lgG e anti-T. cruzi no sangue do individuo, por
meio de exames soroldgicos (PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA,
2003).

A fase crbnica normalmente se apresenta na forma cardiaca e/ou
digestiva. As manifestacdes cardiacas sdo predominantes, embora em alguns
paises as alteracdes digestivas também séo frequentes juntamente com a
cardiopatia chagésica crénica (MACHADO et al., 2012a).

A forma digestiva da DC geralmente aparece na terceira década de
vida acometendo geralmente o esbdfago, o reto e sigmoide (DIAS, 1996), sendo
caracterizada pela destruicdo dos ganglios intramurais e desnervacao
parassimpatica em todo o trato digestorio (CREMA et al., 2011). A desnervacao
do sigmoide provoca dilatagcdo e alongamento do intestino grosso, situacao
conhecida como megacdlon chagéasico (SANTOS JUNIOR, 2002).

1.2.2.1 Megacélon chagasico (MC)

O MC é provocado pela acao direta do T. cruzi no plexo mioentérico,
que causa neuropatia inflamatoria, seguida por degeneracéo e destruicdo dos
neurénios (SOUZA et al.,, 1996). Como consequéncia desse processo, ha
desnervacdo autonOmica intramural do mdusculo liso do intestino grosso,
levando a dilatagcdo anormal e em alguns casos acompanha o alongamento de
parte desse 6rgao (ADAD et al., 1991).

No Brasil, o0 MC afeta cerca de 2% a 5% dos individuos infectados pelo
T. cruzi e predomina no sexo masculino, em uma faixa etaria de 20 a 60 anos,
com pico entre os 40 e 50 anos (SANTOS JUNIOR, 2002).
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Os sintomas de MC incluem constipacao intestinal e dor abdominal,
podendo ter algumas complica¢cdes como fecaloma, megacoélon toxico e volvo,
que em alguns casos levam a obstrugdo da circulagédo local, com perfuracéo
resultante da isquemia e gangrena (GARCIA et al., 2003; LEAO et al., 2011).

Macroscopicamente o MC se caracteriza por dilatacdo permanente do
cllon, acompanhada de alongamento da alca (LOPES et al.,, 2000),
acrescentada de hipertrofia da parede muscular (PINHEIRO et al., 2003).

A complicacdo mais frequente nos casos de megacolon é a presenca
de Uulceras, podendo ser resultantes da acdo traumatica de fecaloma
preexistente, podendo evoluir com perfuracdo colénica (DIOGO-FILHO et al.,
2006). Essas Ulceras surgem por isquemia devida a compressdo da parede
colénica por fecaloma, podendo aprofundar-se a ponto de causar perfuracéo e
peritonite ou infectar-se por bactérias. A constipacdo intestinal, quando
persistente, torna-se um fator importante na patogénese do cancer colorretal,
por aumentar o tempo de exposicdo entre substancias carcinogénicas
presentes nas fezes com a mucosa (GARCIA et al., 2003).

As alteracdes microscépicas mais comuns para MC sdo as dos plexos
nervosos intramurais e da musculatura. S&do representadas por ganglionite,
periganglionite, neurite, perineurite, desnervacdo e fendmenos degenerativos
dos neurdnios, ocorrendo, por vezes, destruicdo completa de alguns ganglios,
mais frequentemente no plexo mioentérico (PINHEIRO et al., 2003).

Os pacientes chagéasicos, com ou sem MC, demonstram quantidade
significativamente menor de células de Cajal ao nivel do plexo mioentérico. As
células intersticiais de Cajal juntamente com o0s neurbnios, atuam na
coordenacdo da motilidade intestinal, desempenhando a funcdo de
marcapasso (ADAD; SILVA; JAMMAL, 2012). Entretanto, aqueles que
apresentam MC possuem reducdo pronunciada da quantidade dessas células,
além de reducdo significativa dos neurdnios entéricos (BASSOTTI &
VILLANACCI, 2012).

A inflamacéo tecidual causada pela infeccdo pelo T. cruzi provoca
neoformacédo de colageno tipo Il sendo gradativamente substituido por
colageno tipo | a medida que a infec¢ao torna-se cronica. Os diferentes tipos de
colageno podem ser distinguidos microscopicamente por apresentarem
diferencas na cor, no didmetro e no arranjo estrutural das fibras (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2008).
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A maior deposicdo de colageno deve-se a um mecanismo de defesa
tecidual vinculado a cronicidade da doenca e € desencadeada pela ativacao
latente de TGF-B, que tem se mostrado um potente agente pro-fibrotico
(DOGGRELL & WANSTALL, 2004). O TGF-B possui papel importante na
modulacdo do quadro infeccioso, na regulacdo da inflamacdo e da resposta
imune, na fibrose e neoconjuntivizacdo cardiaca durante a fase aguda e
crbnica da doenca, na invasdo de fibroblastos e midcitos cardiacos e no ciclo
do parasita intracelular ( WAGHABI et al., 2005).

Em relacdo ao célon, a inflamacéo focal pode danificar tanto as células
infectadas quanto as ndo infectadas. Areas de fibrose sdo observadas na
musculatura e no plexo mioentérico com reducdo do niumero de neurdnios. O
processo inflamatério consiste predominantemente de células mononucleares,
eosinofilos dispersos, alguns mastécitos e raros plasmocitos em volta da
musculatura e do plexo mioentérico. Focos de miosite com a formacdo de
granulomas podem ser identificados, principalmente no plexo mioentérico.
Miosite e ganglionite sdo mais frequentes nos 6rgdos com mega em relacéao
aos sem mega (COBO et al., 2012).

1.3 O papel dos mastdcitos da doenca de Chagas

No final do século XIX, Paul Enrlich descobriu os tecidos conjuntivos
humanos, e desde entdo os mastdcitos tém se destacado por sua diversidade
biol6gica. Os mastocitos sdo células importantes na imunidade natural e
adquirida por conter uma variedade de mediadores pré-formados que séo
secretados apos a ativacdo e consequente desgranulacdo (KIRSHENBAUM,
2000). Esses mediadores sao: histamina, proteoglicanas (heparina, sulfato de
condroitina E), serotoninas, proteases (triptase, quimase, glucuronidase,
catepsina G, entre outras), algumas citocinas (TNF-B) e fator de crescimento
para fibroblastos. Os produtos neoformados incluem: mediadores lipidicos que
sdo prostaglandina D2 e leucotrienos, gerados do acido araquidénico,
tromboxanas, radicais do nitrogénio e do oxigénio, citocinas e quimiocinas. A
consequéncia da liberagcao desses produtos provoca inflamacéo, vasodilatacao,
recrutamento e adesao de células, fibrose e angiogénese (GARBUZENKO et
al., 2002; FARAHANI; NAVABAZAM; ASHKEVARI, 2010; VILELA, 2016).
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Os mastocitos sdo células complexas, multifuncionais e
hematopoiéticas (BERTON et al., 2000; FARAHANI; NAVABAZAM;
ASHKEVARI, 2010), sendo classificados pelo seu conteudo intracelular,
principalmente pela presenca de duas proteases denominadas quimase e
triptase (MOON et al., 2010). Sdo células que produzem as substancias
necessérias para o recrutamento dos leucécitos incluindo selectinas, moléculas
de adesao e fatores quimiotaticos (RECH & GRACA, 2006).

O aumento de mastdcitos esta associado com uma grande variedade
de doencas fibrosantes e com tumores (PINHEIRO et al., 2003). Essas células
participam de processos de fibrose e de remodelacdo tecidual (RECH &
GRACA, 2006) e também migram para o foco de células tumorais (POOLE &
ZETTER, 1983).

O aumento na quantidade de mastécitos na DC acontece em Orgaos
como no coracao, no esdfago e no colon. A fibrose intersticial esta relacionada
com a mastocitose presente na DC experimentais e humana, sendo maior na
tinica muscular do grupo com megacolon (PINHEIRO et al., 2003). Em
experimentos com ratos, observou-se quantidade aumentada de mastocitos
nas éareas de reinoculagdo com T. cruzi na pele, na submucosa e na
musculatura do intestino com a doenca cronica (VILELA, 2016).

Na DC os mastoécitos aumentam progressivamente em nimero (ADAD;
SILVA; JAMMAL, 2012). Ja foi demonstrado através da morfometria que existe
maior nimero de mastocitos nos chagasicos com mega em relacdo aos sem
mega e aos nao chagasicos, mas 0s autores ndo conseguiram demonstrar a
relacdo entre a fibrose e o nimero de mastocitos (PINHEIRO et al., 2003). Na
fase aguda da DC ha aumento no recrutamento de mastdcitos, mas na fase
cronica da doenca ha uma reducdo dessa quantidade. Entretanto, mesmo na
fase cronica, a quantidade de mastocitos continua maior quando comparados a
grupos néo contaminados pelo T. cruzi (SILVA, 2015).

Embora ja tenha sido descrito aumento de mastdcitos na DC, néo
encontramos, até o presente momento, nenhum estudo na literatura que
avaliasse a expressao de galectina-3 (Gal-3) em lesdes de célon de pacientes
chagéasicos. A grande expressdo de Gal-3 nessas lesbGes indicaria maior
probabilidade de transformag&o maligna e maior probabilidade de metéastase de

lesBes cancerigenas. Portanto a avaliacdo de Gal-3 poderia contribuir como um
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fator adicional para determinar o potencial de malignidade das lesbes

encontradas nos megacolons chagasicos.

1.4 Galectinas

As galectinas sdo proteinas da familia das lectinas que se ligam a
carboidratos e podem reconhecer glicoproteinas, glicolipideos e outras
moléculas (SILVA, 2015). As galectinas séo sollveis, possuem afinidade por B-
galactosideos e requerem condi¢Bes redutoras para manter sua atividade na
auséncia de ligantes (MELO, 2005).

Foram isoladas cerca de 15 tipos de galectinas e subdividas em trés
grupos de acordo com a sua estrutura: 1° grupo: sado as galectinas
classificadas como monovalentes, ou seja galectinas que possuem um dominio
de reconhecimento de carboidratos; 2° grupo: sdo as galectinas bivalentes ou
seja, aguelas que possuem dois dominios de reconhecimento de carboidratos;
3° grupo: sdo as galectinas quiméricas, ou seja, aquelas que possuem um
anico dominio de reconhecimento de carboidrato, porém, contém uma
terminacdo amino (OLIVEIRA et al., 2013).

De todas as galectinas a mais estudada até o momento é a Gal-3,

sendo a Unica representante do grupo quimérico (OLIVEIRA et al., 2013).
1.4.1 Galectina-3 (Gal-3)

A Gal-3 foi descrita pela primeira vez em 1982 e inicialmente foi
identificada como Mac-2, um antigeno expresso na superficie de macrofagos
peritoneais de camundongos (MELO, 2005). A Gal-3 € uma proteina quimérica,
com cerca de 30kDa com estrutura constituida de trés dominios: um dominio
amino terminal composto por 12 aminoacidos, uma sequéncia semelhante ao
colageno, rico em glicina, prolina e tirosina (GONG et al., 1999) e um dominio
de carboxi-terminal, que €é composto de 140 residuos de COOH dos
carboidratos, onde estd localizado o dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) (OLIVEIRA et al., 2013).

Esta proteina € codificada pelo gene LGALS3 (Lectin, GALactoside-
binding, Soluble, 3), que esta localizado no cromossomo 14, no locus 14g21-

22, composto por 6 éxons e 5 introns. O gene promotor possui multiplos
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dominios Gcbox, mas ndo possui o TATAbox no primer. O sitio de iniciacdo da
transcricdo situa-se no primeiro éxon e o codon de iniciacdo da traducdo se
encontra no segundo éxon (KADROFSKE; OPENO; WANG, 1998).

A Gal-3 é encontrada na forma de mondémero, mas sofre polimerizacao
guando se liga em superficies que contém glicoconjugados, sendo o terminal
NH, responsavel para que isso aconteca (GONG et al., 1999). A Gal-3 é
encontrada nos meios intra e extracelular e tem sido associada a capacidade
de malignizacéo de lesdes. Essa galectina esta presente em varias células, tais
como células dendriticas, células de Langerhans, células de Kupffer (FLOTTE;
SPRINGER; THORBECKE, 1983), células do estroma timico (VILLA-VERDE et
al., 2002), neutrofilos (YAMAOKA et al., 1995), eosinofilos (TRUONG et al.,
1993) e células epiteliais (PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998), sendo mais
frequentemente encontrada no citoplasma que no nucleo (DAVIDSON et al.,
2002).

A Gal-3 sofre modificagbes pOs-traducao, tais como protedlise limitada
e fosforilacdo. A Gal-3 extracelular pode ser clivada por diferentes moléculas,
tais como metaloproteases de matriz (MMPs) e pelo antigeno especifico da
prostata (PSA) (MARTINS et al., 2006). Embora o significado fisiolégico da
modificacdo poés-traducdo permanece incerto, tem sido sugerido que a
clivagem proteolitica da Gal-3 pode modular suas fun¢des bioldgicas, afetando
uma variedade de processos celulares (OCHIENG et al., 1994).

Predominante no citoplasma, a Gal-3 pode ser transferida para o
ndcleo ou secretada para 0 meio extracelular (OCHIENG; FURTAK;
LUKYANQV, 2004). O transporte da Gal-3 para o nucleo acontece por duas
vias distintas: difusdo passiva ou por transporte ativo dependente da ligacéo as
proteinas facilitando o transporte através do poro nuclear (NAKAHARA et al.,
2006).

Quando a Gal-3 é expressa no nucleo participa da remodelacéo do pré-
MRNA (DAGHER; WANG; PATTERSON, 1995), na expressao génica (PARON
et al., 2003), como supressor tumoral (CALIFICE et al., 2004) além de
apresentar fungdo anti-apoptética (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2004). Ja no
citoplasma atua como promotor tumoral, aumenta a capacidade de invasao, o
crescimento tumoral in vivo e a angiogénese, além de diminuir a inducédo da
apoptose (CALIFICE et al., 2004). Quando no meio extracelular a Gal-3 pode
atuar nas interagbes célula-célula e célula-matriz extracelular (KUKLINSKI et



A WD

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

26

al., 2000), além de ser descrito que possibilita a inducdo da apoptose pela
ligacdo a residuos de carboidratos na superficie celular (SUZUKI & ABE, 2008).

O papel biolégico da Gal-3 ndo € totalmente conhecido, mas esté
relacionada com o splicing pré-mRNA, regulacdo da proliferacdo celular,
adesao celular e apoptose. Além disso, participa de processos patoldgicos
como hipertrofia celular, inflamacao e transformacédo neoplasica (BINH et al.,
2013). Estudos recentes tém demonstrado que a Gal-3 regula a progresséo
tumoral e metastases (KLESHCHENKO et al., 2004; PEREIRA et al., 2016;
SHIMURA et al., 2016).

A Gal-3 é um marcador tumoral presente na cascata metastatica e
interage com o hidrato de carbono Thomsen-Freidenreich (TF), que esta
expresso em 90% dos canceres humanos. Esse hidrato de carbono se liga a
Gal-3, favorecendo a adesdo ao endotélio vascular e consequente
transmigragcdo das células tumorais para o tecido sendo, portanto, um fator
importante na formacdo do tumor metastatico (HILL et al., 2010; NEWTON-
NORTHUP et al., 2013).

Pacientes com tumores na regido colorretal e com imunoexpressao
forte ou moderada de Gal-3 vao a 6bito com mais frequéncia ou possuem mais
recidivas tumorais. O risco de morte é reduzido em pacientes com auséncia ou
baixo grau de Gal-3. A imunoexpressao citoplasmatica de Gal-3 parece ser um
fator prognéstico no cancer colorretal, pois existe maior risco de recorréncia em
tumores com niveis elevados de Gal-3 (POVEGLIANO et al., 2011).

Sabe-se também que a Gal-3 atua na interacdo parasito-hospedeiro.
As principais glicoproteinas de superficie do T. cruzi sdo as mucinas e 0s
residuos de acucar, os quais estdo envolvidos com a invasédo de células de
mamiferos pelas formas tripomastigotas do parasito (VILLALTA &
KIERSZENBAUM, 1984).

Ja foi demonstrado que o T. cruzi utiliza a Gal-3 para interagir com a
laminina, principal constituinte das membranas basais, aumentando assim a
patogénese do T. cruzi, promovendo a fixacdo e a entrada do parasita pela
membrana (MOODY; OCHIENG; VILLALTA, 2000). A Gal-3 aumenta a
aderéncia normal dos tripomastigotas em células musculares lisas das artérias
coronarias humanas na auséncia de lactose, a qual inibe essa adeséo
(KLESHCHENKO et al., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zaia%20Povegliano%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20635166

[EEN

~N o o A~ w N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34

35

27

A Gal-3 é expressa também em células B infectadas pelo T. cruzi e é
regulada positivamente apos estimulos especificos, além de desenvolver um
papel importante na sobrevivéncia e diferenciacdo dessas células. A expressao
dessa galectina é aumentada quando ha infeccdo pelo parasito (ACOSTA-
RODRIGUEZ et al., 2004; VRAY et al., 2004). A Gal-3 é observada também
nos macréfagos presentes no local de entrada do parasita e também em torno
dos amastigotas extracelulares (MACHADO et al., 2014).

Células que apresentam menor expressdo de Gal-3 apresentam
aumento na multiplicacdo dos amastigotas extracelulares, o que sugere que
essa galectina desempenhe um controle importante ao longo da infeccdo ja
que a auséncia de Gal-3 torna o ambiente favoravel a multiplicag&o intracelular
de amastigotas (SILVA, 2015).

Ja foi demonstrado que a Gal-3 é capaz de ativar neutréfilos e
mastocitos (LIU et al.,, 1995), sendo essas Uultimas células importantes na
formacgéo de colageno (YAMASHITA et al., 1992; FERRAO & MASON, 1993).
Mondcitos inativos expressam Gal-3, mas quando ativados a concentracao
dessa proteina aumenta, favorecendo a diapedese dessas células as quais iréo
se diferenciar em macrofagos, contribuindo para a fibrogénese (LIU et al.,
1995). Além disso, como a Gal-3 é produzida por macréfagos e miofibroblastos,
essa proteina esta associada também a inflamacao e a fiborose (SHARMA et al.,
2004; HENDERSON et al., 2006; HENDERSON & FORBES, 2008).

2 HIPOTESE

Os pacientes chagéasicos, mesmo sem lesdo de mucosa visivel ao
exame de colonoscopia, apresentam mais processos patologicos frequentes
em megacoélon como congestdo, hemorragia, degeneracéo, necrose, miosite e
ganglionte, maior densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3,
maior porcentagem de colageno e maior densidade de mastocitos na camada

muscular.

3 OBJETIVO

Avaliar, através de biopsia na camada muscular, a presenca de

processos patologicos, a densidade de células imunomarcadas por anti-
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galectina-3, a porcentagem de colageno e a densidade de mastocitos na

musculatura intestinal de pacientes com megacolon chagésico.

4 MATERIAL E METODOS

5.1 Selecao dos pacientes

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro — UFTM, sob o niumero CAAE n°
22725013.4.0000.5154. ApoOs aprovacao foi realizado estudo retrospectivo
longitudinal com a analise de protocolos de bidépsias completas realizadas em
um laboratério particular da cidade de Uberaba, MG, Brasil, no periodo entre
1997 a 2015.

Foram selecionados 35 fragmentos de colon provenientes de bidpsias
de 35 pacientes com idade entre 44 a 85 anos. Os pacientes foram divididos
em 3 grupos de acordo com a descri¢cdo presente nos laudos: chagasicos com
lesdo de mucosa (CLM) (n=13); chagasicos com mucosa integra (CMI) (n=12)
e nao chagéasicos sem lesdes de mucosa (N) (n=10). Os individuos foram
homogeneizados de acordo com a idade e o género.

Os critérios de inclusdao foram: a) Para o grupo CLM: pacientes
chagésicos, apresentando megacoélon com a mucosa intestinal ulcerada e/ou
com hipotrofia de mucosa; b) Para o grupo CMI: pacientes chagasicos,
apresentando megacélon com mucosa intestinal integra; c) Para o grupo N:
pacientes com infarto intestinal, ndo chagasicos e que nao apresentavam
qualquer lesdo de mucosa ou na musculatura intestinal. Para estre grupo, os
fragmentos utilizados foram selecionados na fracdo onde ndo havia o infarto
nem outro processo.

Foram excluidos do estudo pacientes com megacolon de outras
etiologias, pacientes abaixo de 18 anos, pacientes chagasicos sem megacélon,

pacientes com lesGes de mucosa, mas que nao apresentavam MC.

5.2 Processamento histoldgico

Os fragmentos, que ja se encontram incluidos em parafina, foram

cortados em microtomo, de forma seriada, em quatro sec¢cdes medindo 5um de
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espessura. Posteriormente os fragmentos foram colocados sobre laminas de
vidro e corados pelos seguintes corantes: (a) Hematoxilina e eosina para
avaliacdo de processos patoldgicos gerais; (b) Picrosirius para avaliagdo do
colageno; (c) Azul de toluidina para avaliagdo dos mastocitos. O outro
fragmento foi colocado em l|amina silanizada para o0 processamento

imunohistoquimico.

5.3 Processamento e avaliagdo imunohistoquimica para galectina-3

Para o processamento da imunohistoquimica para Gal-3, os cortes
foram desparafinados, reidratados e lavados com agua ultra pura por cinco
minutos a temperatura ambiente. A etapa seguinte foi a de recuperacdo
antigénica ao calor umido, com &acido citrico 0,01 M e pH 6 durante 30 minutos.
Posteriormente os cortes foram incubados com PBS/BSA (Phosphate buffered
saline/Bovine serum albumin) 2% durante 30 minutos para bloqueio das
ligacdes inespecificas.

Os anticorpos anti-galectina-3 foram diluidos em PBS/BSA 2% na
concentracdo de 1:75 (R&D, Minesota, EUA). Em seguida os cortes foram
incubados por 18 horas (overnight) a 4°C com anticorpo primario diluido,
posteriormente lavados duas vezes com PBS e tween 20 a 0,05%.
Posteriormente os cortes foram tratados com metanol e perdxido de hidrogénio
(H20,) a 3% durante 15 minutos, para bloqueio da peroxidase enddgena dos
tecidos. Para a deteccéo 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 lavados com PBS da mesma maneira que
anteriormente.

A revelagéo foi realizada com diaminobenzidina (DAB). Esse sistema
foi revelado, por 5 a 20 minutos, usando DAB (0,5mg/mL) e peréxido de
hidrogénio (H,0,) 0,05% a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Logo apés,
os cortes foram lavados em agua destilada, contra corados com hematoxilina
de Harris (HE) e montados com entelan.

As laminas, nas quais foram realizadas a técnica de imunohistoquimica
para Gal-3, foram visualizadas e analisadas sob microscopia de luz comum, na

objetiva de 63x utilizando o microscopio Eclipse (Nikon, Berlim, Alemanha). A
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presenca de Gal-3 foi avaliada no citoplasma dos fibroblastos. A contagem de
células foi realizada em todos os campos. Com o auxilio de uma lamina
micrometrada foi calculada a area de cada campo, sendo multiplicada pelo
namero total de campos analisados para obter a area total analisada. Com o
namero total de células imunomarcadas e com a area total analisada foi
calculada a densidade de células imunomarcadas, sendo expressa em numero

de células por um?.

5.4 Determinacdo da porcentagem de colageno

Para a avaliacdo da determinacdo da porcentagem de colageno na
musculatura intestinal, foram utilizadas laminas coradas pelo picrosirius, sendo
analisados todos os campos onde foi possivel observar 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 software Axiovision 4.8 (Zeiss,
Berlim, Alemanha). As imagens vistas no microscopio foram transmitidas ao
monitor do computador. Para esta analise foi utilizada a objetiva de 40x e um
filtro polarizador. Na imagem polarizada, o colageno apresentou birrefringéncia
com coloragdo amarelada, avermelhada ou esverdeada, sendo quantificado de

forma semi-automatica.

5.5 Densidade de mastdcitos

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

A contagem de células foi realizada em todos os campos da lamina.
Com o auxilio de uma lamina micrometrada foi calculada a &area de cada
campo, sendo multiplicada pelo numero total de campos analisados para obter

a area total analisada. Com o numero total de mastocitos e com a area total
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analisada foi calculada a densidade de mastocitos, sendo expressa em numero

de mastécitos por um?.

5.6 Avaliacdo processos patologicos

As laminas coradas pela HE foram desparafinadas em xilol, hidratadas
em uma bateria de concentracdo decrescente de alcool, hidratadas em &gua
destilada, coradas com Hematoxilina e posteriormente com Eosina,
desidratadas com alcool e novamente passadas no xilol para colagem da
laminula. A avaliacdo foi feita em todos os campos do fragmento. Foram
avaliados como presente ou ausente 0S seguintes processos patoldgicos
gerais: ganglionite, miosite, congestdo, hemorragia, degeneracdo e necrose,
sendo estabelecido um escore de 0 e 1, onde O corresponde a ausente e 1 a
presente.

As analises histoquimica e imunohistoquimica foram realizadas por

examinador calibrado e as cegas.

5.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada através dos softwares GraphPad
Prism 5 (GraphPad, San Diego, Califérnia, USA) e BioEstat 5.0 (BioEstat,
Manaus, Brasil). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para a avaliagdo da
normalidade. Nos casos de distribuicdo normal foi utilizado o teste ANOVA e
nos casos de distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste Kruskall Wallis. Para
comparacao entre géneros utilizou-se o teste qui-quadrado. Para a avaliacéo
da presenca de processos patoldgicos gerais utilizou-se o teste exato de
Fisher. Para as correlagdes utilizou-se o teste de correlacdo de Spearman. O

nivel de significancia assumido foi de 5% (a<0,05).
6 RESULTADOS
Ao avaliar os individuos dos trés grupos nao houve diferenca

significativa em relacdo a idade e ao género, demonstrando distribuicio

homogénea (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo de idade e género dos individuos dos grupos chagasicos com lesdo de
mucosa, chagasicos com mucosa integra e ndo chagasicos

CLM CMI N
(n=13) (n=12) (n=10)
Idade 67 (85-44) 66 (82-54) 69 (80-56)
(Mediana) (méx-min) 2
Geénero (M:F) ° 4:9 4:8 6:4

Legenda: CLM chagésico com lesdo de mucosa; CMI chagasico com mucosa integra; N ndo chagéasico sem leséo de
mucosa.

Letras iguais significam diferenca estatistica.

@Teste ANOVA, F = 0,8458; p > 0,050;

® Teste qui-quadrado, y* = 2350,2; p = 0,309.

Os pacientes chagasicos (CLM+CMI) apresentavam densidade
significativamente maior de células imunomarcadas por anti-galectina-3,
quando comparados aos ndo chagasicos (p=0,003) (Tabela 2).

A densidade das células imunomarcadas por anti-galectina-3 foi
significativamente maior no grupo CMI quando comparado ao grupo N (p =
0,032) (Figura 1C e 1D) (Tabela 2).

Ao comparar a densidade de mastocitos, ndo houve diferenca
significativa entre os trés grupos (Tabela 2) (Figuras 1A; 1B).

Os pacientes chagéasicos (CLM+CMI) apresentavam porcentagem de
colageno significativamente maior que os pacientes ndo chagésicos (p=0,002)
(Tabela 2).

A porcentagem de colageno foi significativamente maior no grupo CMI
quando comparado ao grupo CLM e ao grupo N (p < 0,0001). O grupo CLM
apresentou porcentagem de colageno significativamente maior que o grupo N
(p < 0,0001) (Tabela 2) (Figuras 2E; 2F; 2G; 2H).

Tabela 2 — Densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3, densidade de mastdcitos
e porcentagem de coldgeno entre os grupos chagésicos com lesdo de mucosa, chagasicos
com mucosa integra e ndo chagasicos

CLM CMI N
(n=13) (n=12) (n=10)
Mediana (méx-min) Mediana (max-min) Mediana (méx-min)
Gal-3 0,0025 (0,0909-0,0000) 0,0250 (0,0200-0,0000)*  0,0000 (0,0072-0,0000)*

(n° céls./um?)

Mastécitos ° 0,0004 (0,0013-0,0000) 0,0004 (0,0033-0,0000) 0,0001 (0,0024-0,0000)
(n° céls./um?)

Colageno 0,3933 (1,2660-0,1373)°¢  0,7563 (1,0610-0,1477)°°  0,1183 (0,4200-0,0159)*
(%)

Legenda: CLM chagasico com lesdo de mucosa; CMI chagasico com mucosa integra; N ndo chagasico sem leséo de
mucosa.

Letras iguais significam diferenca estatistica.

@ Teste Kruskal Wallis, K = 6,9; p = 0,032;

P Teste Kruskal Walllis, K = 1,061; p = 0,588;

@4 eTeste Kruskal Wallis, K = 92,89; p < 0,0001.
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Nos pacientes chagasicos ndo houve correlacdo significativa entre a

densidade de mastdécitos e a porcentagem de colageno (CLM e CMI) (Gréfico

1).
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Gréfico 1: Correlacdo entre a densidade de mastécitos e a porcentagem de colageno nos
pacientes chagasicos (chagasicos com lesdo de mucosa e chagasicos com mucosa integra).
Coeficiente de Spearman (rs) = -0,066; p=0,830.

Nos pacientes chagasicos (CLM+CMI)

nao houve correlacéo

significativa entre a porcentagem de coladgeno e a densidade de células

imunomarcadas por anti-galectina-3 (Gréfico 2).

Dens
idad
e de
célul
as
imun
omar
cada
s por
anti-
gale
ctina
-3
(n°
céls./
Hm?)

-
n
I

=
in
|
L]

p=0,241

Porcentagem de colageno

Gréfico 2: Correlagdo entre densidade de células imunomarcadas por anti-galectina-3 e a
porcentagem de colageno nos pacientes chagasicos (chagasicos com lesdo de mucosa e
chagésicos com mucosa integra). Coeficiente de Spearman (rs)=0,243; p=0,241.
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O grupo CLM apresentou presenca significativamente maior de miosite
(p=0,025) (Figura 2A) e de ganglionite (p=0,039) (Figura 2B) quando
comparado aos demais grupos. N&do houve diferenca significativa em relacéo a
degeneracéo, necrose, congestao e hemorragia entre os grupos (Tabela 3).

Ao comparar os individuos chagasicos (CMI + CLM), com os individuos
ndo chagéasicos (N), observou-se que os chagésicos apresentavam maior
presenca de miosite (p=0,027) e de ganglionite (p=0,014) (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos processos patologicos gerais nos grupos chagasicos com lesao de
mucosa, chagasicos com mucosa integra e ndo chagasicos

CLM CMI N
n=13 (100%) n=12 (100%) n=10 (100%)
Congestao ? 6 (46,15%) 10 (83,33%) 6 (60%)
Hemorragia ° 0 (0%) 2 (16,67%) 1 (10%)
Degeneracéo © 3 (23,08%) 4 (33,33%) 2 (20%)
Necrose ° 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%)
Miosite* © 10 (76,92%) 6 (50%) 2 (20%)
Ganglionite* ' 6 (46,15%) 5 (41,67%) 0 (0%)

Legenda: CLM chagésico com lesdo de mucosa; CMI chagasico com mucosa integra; N ndo chagéasico
sem les&@o de mucosa.
* indica diferenca estatistica

2Teste qui-quadrado y? = 3.744,2; p=0,153;

P Teste exato de Fisher (CLM+CMI x N); p=1;
¢ Teste qui-quadrado 3* = 0.582; p= 0,747;

“ Teste exato de Fisher (CLM+CMI x N); p=1;
® Teste qui-quadrado x° = 7.347,2; p= 0,025;
"Teste qui-quadrado y* = 6.475,2; p= 0,039.
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Figura 1: Mastécitos na camada muscular proprla do célon de pamentes dos grupos CLM e
CMI. A — Mastécitos no grupo CLM (Azul de toluidina, 400x); B — Mastdcitos no grupo CLM
(Azul de toluidina, 400x).
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Figura 2: Miosite, ganglionite, expressao de Gal-3 e fibrose na camada muscular prépria do
cblon de pacientes dos grupos CLM, CMI e N. A — Miosite no grupo CLM (HE, 400x); B —
Ganglionite no grupo CLM (HE,400x); C - Expressdao discreta de Gal-3
(Imunohistoquimica, 400x) no grupo CLM; D - Expressdao acentuada de Gal-
3 (Imunohistoquimica, 400x) no grupo CMI; E — Fibrose discreta no grupo CLM (Picrosirius,
1600x); F — Fibrose discretano grupo CLM (Picrosirius, imagem polarizada, 1600x); G —
Fibrose acentuada no grupo CMI (Picrosirius, 1600x); H — Fibrose acentuada no grupo CMI
(Picrosirius; imagem polarizada, 1600x).
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7  DISCUSSAO

Estudos realizados em biopsia demonstraram aumento de Gal-3 em
carcinomas de lingua (HONJO et al.,, 2000), carcinoma de nasofaringe
(TAGLIARINI et al., 2011), de préstata (ARAUJO-FILHO et al., 2006) e de
tireoide (XU; EL-NAGGAR; LOTAN, 1995). Além de efeitos locais, ja foi
demonstrado na literatura aumento dos niveis séricos de Gal-3 em tumores de
mama, de pulmédo, de ovério, do sistema gastrointestinal, em linfoma nao
Hodgkin e em melanomas (IURISCI et al., 2000), sugerindo que esta proteina
possua também uma acédo sistémica sobre a progressdo dos tumores (BINH et
al., 2013). No presente estudo, 0s pacientes chagasicos apresentavam
densidade significativamente maior de células imunomarcadas por anti-
galectina-3, quando comparados aos nao-chagasicos, provavelmente em
decorréncia do quadro inflamatdério local.

Sabe-se que Gal-3 apresenta papel importante no comportamento da
doenca inflamatdria intestinal (LIPPERT et al., 2008), sendo importante para a
migracdo de fibroblastos com consequente fibrose nessas areas (LIU et al.,
1995). Ao contrario do que se esperava, a densidade de células
imunomarcadas por anti-galectina-3 nao foi maior nos pacientes que
apresentavam lesdo de mucosa, sugerindo que nas areas de lesdo de mucosa,
embora provavelmente existissem outros fatores fibrogénicos, nédo existia
guantidade suficiente de Gal-3 para colaborar no processo de fibrogénese.

O fato de ter sido encontrada maior densidade de Gal-3 nos pacientes
chagasicos com mucosa integra, quando comparados aos pacientes do grupo
N, demonstra que os pacientes chagasicos, mesmo que ndo apresentem lesao
clinica ao exame de colonoscopia, deveriam ser acompanhados
periodicamente no sentido de prevenir o desenvolvimento de neoplasia de
colon.

Alguns estudos demonstraram maior densidade de mastécitos na DC,
tanto na fase aguda em camundongos, como na fase crénica em humanos. Na
fase cronica em humanos, alguns estudos realizados através de autopsias
demonstraram maior densidade de mastocitos no coragdo (ALMEIDA;
PEREIRA; TAFURI, 1975). Estudos realizados através de bidpsias também
demonstraram maior densidade de mastécitos na musculatura do eséfago
(PEREIRA, 1972) e na musculatura intestinal (TAFURI, 1971; PINHEIRO et al.,
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2003; DA SILVEIRA et al., 2007; MARTINS et al.,, 2015). Entretanto, no
presente estudo ndo houve diferenca estatistica em relacdo a densidade de
mastocitos entre os trés grupos avaliados. Nossos achados estdo de acordo
com um estudo onde néo foi observado um aumento significativo de mastocitos
em pacientes com megaeséfago chagasico (PINHEIRO et al., 2003) e com
outro estudo onde os autores ndo encontraram diferenga estatistica com
relacdo a densidade de mastdcitos na lingua entre individuos chagasicos e nao
chagésicos (LIMA PEREIRA et al., 2007).

Sabe-se que o T. cruzi pode ser o responsavel direto ou indireto de
alteracdes moleculares em diferentes tecidos e 6rgaos, podendo induzir lesdes
celulares, resposta inflamatéria e fiborose (MACEDO & PENA, 1998). A fibrose
na DC acontece de forma lenta e progressiva por substituicdo de miocélulas
por areas irregulares de neoformacdo colagena (ANDRADE, 1999). No
presente estudo a porcentagem de coldgeno foi significativamente maior no
grupo CMI quando comparado ao grupo CLM e ao grupo N. O grupo CLM
apresentou porcentagem de colageno significativamente maior que o grupo N.
O fato dos grupos de pacientes chagasicos pertencentes aos grupos CMI e
CLM terem apresentado maior porcentagem de coldgeno quando comparados
aos pacientes do grupo N estd de acordo com a literatura (MACHADO et al.,
2012b). Além disso, sabe-se que durante inflamacao existe liberacdo de
substancias que apresentam acao litica, como metaloproteinases tipo 2,
enzimas proteoliticas que estdo envolvidas na lise do colageno (IKEBE et al.,
1999; KOYAMA et al., 2000), o que talvez justifique o fato do grupo CLM ter
apresentado menor porcentagem de colageno que o grupo CMI.

Estudos em autopsias mostraram que 0s mastocitos estédo
relacionados a fibrose em varios locais na DC, como no miocardio (ROLDAO et
al., 2012), em linfomas (FUKUSHIMA et al., 2006), na lingua (LIMA PEREIRA
et al., 2007) e na musculatura intestinal (PINHEIRO et al., 2003). Entretanto, no
presente estudo ndo houve correlagédo significativa entre a densidade de
mastoécitos e a porcentagem de colageno no grupo dos chagéasicos, CLM e
CMI, tanto na analise isolada de cada grupo como quando analisamos
conjuntamente os dois grupos.

A Gal-3 promove fibrose por meio do aumento da ativagdo da via de
sinalizacdo do fator de crescimento transformador beta/Smad-3 (TGF-beta/
Smad-3) (PSARRAS et al., 2011). Ja foi demonstrado que o aumento de Gal-3
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esta associado com aumento de fibrose na cirrose hepatica (OLIVEIRA et al.,
2012) e que a infusdo da Gal-3 em fibroblastos cardiacos de camundongos
sadios ocasionou aumento na proliferagéo fibroblastica e producéo de colageno
(SHARMA et al., 2004). No presente estudo ndo houve correlacao significativa
entre a porcentagem de colageno e a densidade de células imunomarcadas por
anti-galectina-3 nos pacientes chagésicos, sugerindo que a Gal-3 ndo exerceu
atividade relevante na fibrogénese.

As alteracdes mais frequentes no MC sao ganglionite, periganglionite,
neurite, perineurite, desnervacdo e fendmenos degenerativos dos neurdnios
(PINHEIRO et al., 2003), o que corrobora os achados do presente estudo pois
os chagasicos (CLM e CMI) possuiam presenca significativamente maior de
ganglionite e miosite, quando comparados aos ndo chagasicos (N). Quando
realizou-se a comparacao entre os trés grupos observou-se que o grupo CLM
possuia presenca significativamente maior de ganglionite e de miosite, quando
comparado aos demais grupos. Os pacientes do grupo CLM apresentam DC e
também lesdo de mucosa, a qual poderia estar intensificando o quadro

inflamatorio nos ganglios e muasculos.

8 CONCLUSAO

Acreditamos que a Gal-3 estd associada ao quadro inflamatério
intestinal dos pacientes chagasicos que apresentaram densidade
significativamente maior de células imunomarcadas por anti-galectina-3. No
entanto, novos estudos deverdo ser realizados com intuito de compreender

melhor o papel dessa galectina no megacolon chagasico.
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