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Introducao




Doenca de Chagas e a patogénese dos megas

A doenca de Chagas (tripanosomiase americana), descoberta em 1909 por Carlos
Chagas, tem como agente etioldgico o protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Na
década passada, a implantacao de medidas de controle vetorial em muitas dreas endémicas
determinou uma reducdo na transmissdo vetorial, pelo Triatoma infestans, o que
proporcionou decréscimo substancial na incidéncia da doenca de Chagas na América
Latina (MONCAYO, 2003; WHO, 2002). Estima-se, no entanto, que ainda existam entre
12 e 14 milhdes de infectados na América Latina, com mais de 60 milhdes de pessoas sob
risco de transmissdo, em cerca de 18 paises com essa endemia (WHO, 2002). No Brasil,
segundo dados do Ministério da Saudde, estima-se que exista cerca de 5 milhdes de
individuos infectados (FERREIRA et al., 2002) .

Essa endemia foi dividida em duas fases: aguda e cronica, ambas subdivididas, em
assintomdtica e sintomdtica (DIAS & COURA, 1997). Apds a infeccdo, os pacientes
desenvolvem a fase aguda da doenca de Chagas; nessa fase € comum a presencga do sinal
de Romana ou chagoma de inoculagdo, que possuem significado de uma lesdo de porta de

entrada (KOBERLE, 1968; DIAS & COURA, 1997).



Aproximadamente 90% dos pacientes sobrevivem a fase aguda, que na maioria
dos casos € assintomadtica; posteriormente os individuos passam para uma fase cronica
assintomdtica; na auséncia de qualquer das sindromes clinicas predominantes, na qual altos
niveis de anticorpos anti-7. cruzi sdo detectados e o parasitismo torna-se escasso. Essa
fase, chamada de indeterminada pode persistir por toda a vida; entretanto, depois de 5 a 20
anos, os pacientes podem desenvolver manifestacdes clinicas cardioldgicas e/ou doenga
digestiva (KOBERLE, 1968; HUDSON & BRITTEN, 1985; FERNANDEZ et al., 1992;
OLIVARES-VILLAGOMEZ et al., 1998).

Na fase cronica hd uma subdivisao de acordo com as manifestagdes nas seguintes
formas andtomo-clinicas: indeterminada, cardiaca, digestiva, nervosa, mista e de
exacerbagdo aguda. Os 6rgios predominantemente acometidos na doenga sdo: o coragdo, o
esofago e o célon (LOPES et al., 2006).

A forma cardiaca, pela sua complexidade e frequéncia, € uma das formas mais
bem estudadas na doenca de Chagas. Essa forma pode levar a insuficiéncia cardiaca,
transtornos do ritmo e da conducao, fendmenos tromboembdlicos e morte sibita. Pacientes
portadores dessa forma clinica apresentam miocardite usualmente intensa e difusa, sendo
acompanhada de cardiomegalia, lesdes vasculares e fibrose (REZENDE & RASSI, 1983;
MARIN NETO et al., 1980; RASSI et al., 2000).

A forma digestiva € representada por alteracdes da secrecao, motilidade, absorcao
e, nos casos mais graves, pelos megas do tubo digestivo. Os megas sao dilatagdes
permanentes e difusas de visceras ocas ou de canais; ndao provocadas por obstrucdo
mecanica e cujo substrato andtomo-funcional € uma lesdo do sistema nervoso autébnomo
intramural (TAFURI, 1987; REZENDE, 1979; LOPES et al., 2000). Os megas sao
encontrados em cerca de 7 a 11% dos pacientes com doenca de Chagas cronica (BRENER,

2000). No Brasil, a prevaléncia de megaesdfago em dreas endémicas é em torno de 8,8%

(REZENDE & MOREIRA, 1988). A regido do Triangulo Mineiro é considerada endémica



para doenca de Chagas, com aproximadamente 10% da populacdo chagdsica apresentando
a forma digestiva (LOPES, 1998).

Dentro da forma digestiva, a expressdao mais frequente é o megaesdfago,
endémico no Brasil Central, vindo em seguida o megacdlon. No complexo das
manifestacdoes da doenca de Chagas, apontadas por vadrios pesquisadores posteriormente,
foi Carlos Chagas, em 1916, quem primeiro levantou a hip6tese do comprometimento do
trato digestorio com aparecimento de megaesdfago, que ficou conhecido na época como
“mal do engasgo” (CORSI et al., 1992). Outras manifestacdes digestivas, como o
megaduodeno, megajejuno e megaileo, podem ocorrer com freqii€ncia bem menor (DIAS,
1997; LOPES et al.,2000; MENEGHELLLI, 2004).

Os primeiros relatos na literatura, analisando clinicamente a etiologia e a
associacdo entre megaesdfago e megacélon afirmavam que os megas endémicos no Brasil
representavam uma manifestacdo isolada de uma doenga sistémica. Vérias teorias
etiopatogénicas foram descritas para justificar o aparecimento dos megas: PARANHOS
(1913) propds que o consumo de farinha de mandioca seria a causa dessa afeccdo;
PEREIRA BARRETO (1925) em seus estudos atribuiu o “mal do engasgo” a maldria;
porém, a confirmacdo anatomopatoldgica definitiva de que megaesofago e megacdlon
tinham uma mesma causa - a doenca de Chagas - s6 foi demonstrada por KOBERLE em
1956. KOBERLE estudou o esdfago e célon e estendeu sua pesquisa para outros 6rgaos
demonstrando a denervacdo autondmica caracteristica da doenca de Chagas (REZENDE &
MOREIRA, 1988).

REZENDE, em 1956, propds a denominacao de forma digestiva para caracterizar
as manifestacdes decorrentes das "lesdes do tubo digestivo com as conseqiientes alteragoes
da motilidade", denominacdo esta que foi aceita pela comunidade cientifica. Em 1959, o

mesmo autor ampliou o conceito de forma digestiva para abranger, além das desordens

motoras, as alteragdes secretoras e absortivas do aparelho digestivo, ja conhecidas ou que



viessem a ser descritas no futuro, independentemente da presenca ou nao de dilatacdo do
esofago ou do c6lon (REZENDE & MOREIRA, 1988).

Anatomopatologicamente o megaesdfago exibe um impressionante alargamento
luminal e hipertrofia muscular (REZENDE & LAUAR, 1960; KOEBERLE, 1968). E mais
comum no sexo masculino e a maioria dos casos € diagnosticada entre 29 e 40 anos
(LOPES et al., 2006).

O megacdlon chagdsico atinge, sobretudo, o sigmdide e o reto. Pode manifestar-se
como uma doenca isolada, mas freqiientemente é encontrado associado ao megaesdfago ou
a cardiopatia chagdsica. E mais comum no adulto entre 30 e 60 anos e mais incidente no
sexo masculino (DIAS, 1997).

As alteragdes que ocorrem no trato digestério como resultado da infecgdo pelo 7.
cruzi sao relacionadas a destruicdo das células nervosas dos plexos intramurais atualmente
denominados de SNE. Aparentemente todas as visceras ocas podem ser afetadas pelo
processo de denervagdo, envolvendo os plexos submucosos e mientérico (KOBERLE,
1956; KOBERLE, 1968a, b; ADAD 1989, 1996; ADAD et al. 1991, 1992, 1997a, 1997b,
2001). O plexo mientérico € o mais atingido, em virtude do parasitismo das camadas
musculares vizinhas (KOBERLE, 1968a, 1968b; ADAD, 1996; ADAD et al., 1991, 2001;
REZENDE & MOREIRA, 2000). Acredita-se que esse processo degenerativo dos ganglios
do SNE tenha inicio na fase aguda, persistindo até a fase cronica (KOBERLE, 1968 a, b;
ANDRADE & ANDRADE, 1969; ADAD, 1996; ADAD et al., 1991; ARANTES et al.,
2004).

O tubo digestivo € dividido em quatro camadas principais: mucosa, submucosa,
muscular propria e adventicia ou serosa. As principais diferencas entre os segmentos estao
na mucosa, que apresenta epitélio de revestimento adequado as funcdes. A submucosa
apresenta variagdes ao longo do trato gastrintestinal, especialmente quanto a presenca de

glandulas. A muscular externa ou propria € composta por duas camadas: circular (interna)



e longitudinal (externa) (BAILEY, 1973; FURNESS & COSTA, 1980; GABELLA, 1990;
STERNBERG, 1997).

O SNE € dividido em dois plexos: mientérico ou de Auerbach e submucoso ou de
Meissner. O primeiro situa-se entre as camadas musculares longitudinal e circular do tubo
digestivo, controlando principalmente os movimentos gastrointestinais; o ultimo é
encontrado na submucosa e controla a secre¢do gastrointestinal local e o fluxo sanguineo
corporal. A denervacdo intrinseca repercute na fisiologia dos Orgdos atingidos,
principalmente do esofago e do célon distal, que necessitam de perfeita coordenacdo
motora para propelir o seu conteido semi-sélido e ambos possuem um esfincter distal que
deve abrir-se por mecanismo reflexo (GUYTON & HALL, 1998; REZENDE &
MOREIRA, 2000).

Nas décadas de 60 e 70, a maioria dos trabalhos sobre a tripanosomiase cruzi
experimental em camundongos, referia-se apenas a fase aguda da doenga, sendo raras as
pesquisas sobre a fase cronica. TAFURI (1967, 1968, 1979) revolucionando os conceitos
aceitos até entdo, abriu um novo campo de pesquisas, tendo realizado estudos, através de
microscopia 6tica e eletronica, sobre a patogénese das lesdes do SNA do coracdo, célon e
tecido muscular estriado esquelético, tanto na fase aguda como crdénica da infeccdo
experimental e humana por 7. cruzi. Dentre as varias conclusdes obtidas, observou que “as
lesdes do sistema nervoso intramural do tubo digestivo, eram representadas por
periganglionite e ganglionite focais ou difusas, com intensos fendmenos regressivos dos
neuronios, chegando a destruicdo completa desses ganglios com consecutiva fibrose”.
Encontrou no mesmo ganglio neurdnios alterados, ao lado de outros normais. Fato esse que
reafirma a imprevisibilidade das lesdes, uma vez que o 7. cruzi poderia parasitar, ao acaso,
qualquer parte do 6rgdo. No tecido muscular estriado esquelético, relatou que havia miosite
crOnica intensa, ora focal, ora difusa. Segundo TAFURI, “na fase aguda o parasitismo no

interior das células de Schwann era bastante frequente, sendo extremamente raro o achado



de parasitas na fase cronica da infeccdo experimental. A inflamacdo com a cronificacdo da
doenca tornava-se mais difusa e o exsudato era, predominantemente, linfocitario”.

Dando continuidade as comparagdes dos achados, TAFURI ef al. (1971) e
TAFURI & RASO (1983), utilizaram segmentos de pacientes chagdsicos portadores da
forma digestiva. Segundo os autores, “as lesdes eram mais graves no megaesofago e
megacolon, e a estase constituia um dos fatores importantes no mecanismo de formagdao
dos megas, visto que o conteudo alimentar ou fecal ao se acumular no limen do 6rgéo,
determinava compressdao da mucosa e atrofia da mesma. A compressido, por sua vez,
levaria a isquemia e, secundariamente, a degeneracdo, necrose e ulceracdo da mucosa. A
mucosa comprimida sofreria alteracdes e se tornaria propensa a inflamacao e essa deixaria
seqiielas, como a fibrose intersticial, um dos fatores responsdveis pela modificacdo dos
componentes do intersticio intermuscular. Segundo esses autores esse Pprocesso
inflamatério atinge o plexo mientérico ja previamente lesado pelo 7. cruzi, agravando
ainda mais a destruicdo do SNE. Por sua vez, o plexo submucoso sofre as conseqiiéncias
das lesdes do plexo mientérico, devido as relacdes sindpticas entre eles. A inflamacao
secunddria a estase, somada a destruicio dos plexos e dos componentes intersticiais,
evoluem para a fibrose da submucosa e do conjuntivo intermuscular. Com o tempo
ocorrem hipertrofia e alteragdes regressivas das miocélulas”. Como o plexo mientérico esta
em intima relacdo com as células musculares é facil compreender como a miosite e suas
seqiielas podem lesar ainda mais os ganglios.

Em sua contribuicdo ao estudo da anatomia patolégica e da patogénese do
megaesdfago e megacolon chagésicos, ADAD (1989, 1996, 1997, ADAD et al 1991)
analisou e comparou as alteragdes morfoldgicas desses 6rgios e verificou que o minimo
para ser considerado megaesdfago seria o 6rgao permanentemente dilatado, com didmetro
superior a 2,5cm, apds fixagdo. Descreveu que no megaesdfago chagésico, a espessura da

parede do 6rgdo poderia estar normal, aumentada ou diminuida, quando a dilatacdo era



muito intensa. Quanto ao célon, seus estudos concordam com os de KOBERLE (1968a) e
OKUMURA (1983) com relacdio ao megacOlon chagdsico caracterizar-se por dilatacao
permanente do célon, acompanhada ou ndo de espessamento da parede e alongamento da
alca, na auséncia de obstidculo mecanico; porém, propds que os termos espessamento ou
hipertrofia da parede fossem substituidos por aumento da massa muscular. Além disso,
com base em seus achados morfométricos, observou que nos chagdsicos as lesdes mais
intensas se localizavam na muscular propria e nos ganglios do plexo mientérico; na
camada muscular identificou focos de miosite e fibrose na grande maioria dos casos
analisados. No plexo mientérico identificou ganglios infiltrados predominantemente por
células mononucleares. Além disso, realizou estudo quantitativo dos neurdnios, tanto no
cOlon quanto no esdfago e demonstrou haver despopulacio dos mesmos, afirmando nao
haver megaesdfago sem denervacdo acentuada (ADAD, 1989).

A destrui¢do neuronal é considerada a marca caracteristica do mecanismo
patogenético do desenvolvimento dos megas chagasicos (KOBERLE, 1956, 1968a;
ADAD, 1989; ADAD et al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005). Segundo KOBERLE
(1968a) o destino do chagasico decidia-se na fase aguda. Entretanto, TAFURI (1971),
ADAD (1989, 1996) e ADAD et al. (1991) afirmaram que a denervacdo persistia na fase
cronica da doenga de Chagas através da ganglionite.

A resposta auto-imune em pacientes com doenca de Chagas cronica foi detectada
como uma reacdo cruzada entre os antigenos do 7. cruzi e tecidos do hospedeiro
(BRENER, 1987). VAN VOORHIS et al. (1991) sugeriram que os neur6nios poderiam ser
alvos desses ataques imunes por apresentar epitopos de reacdo cruzada em sua superficie,
como um mimetismo molecular. ARANTES et al. (2004) em estudo experimental em
camundongos afirmaram que a destruicdo dos neurdnios do plexo mientérico, que ocorre
na fase aguda da infeccdo, seria devido a ativagdo do 6xido nitrico no foco inflamatério ao

longo de toda parede intestinal.



MAIFRINO et al. (1999) demonstraram que a atividade da acetilcolinesterase
estava presente em baixa intensidade no plexo mientérico do célon de animais infectados
com 7. cruzi, sugerindo assim, que a infeccdo afetaria algumas categorias de neurOnios e
em particular o sistema neurotransmissor entérico, reduzindo consequentemente, o
potencial de acdo sobre a funcao intestinal.

DA SILVEIRA et al. (2007b) estudaram mudancgas na expressao de marcadores
neuropeptidicos e neuroquimicos presentes nos plexos intramurais do célon de pacientes
chagésicos com megacélon e demonstraram que os neurdnios motores inibitorios sao
preferencialmente destruidos pelo 7. cruzi e/ou pelo processo inflamatério.

IANTORNO et al. (2007) compararam os achados do SNE de pacientes
argentinos portadores de megac6lon com individuos portadores de megacdlon idiopético e
controles normais. Encontraram redu¢do do nimero de neur6nios entéricos, das células
gliais entéricas e aumento na quantidade de fibrose no megacdlon chagisico. O grupo
megacOlon idiopatico apresentou alteragdes similares; porém, menos intensas. Destacam
que as células gliais fornecem suporte para os demais elementos.

Estudando a forma digestiva da doenga de Chagas DA SILVEIRA et al. (2008b),
afirmaram haver um aumento no processo de regenera¢ao dos neurdénios do SNE da porcao
dilatada do c6lon de pacientes chagdsicos com megacdlon. Acreditam que esse aumento na
regeneracao possa ser interpretado como uma plasticidade neuronal acentuada, que pode
ser a resposta do SNE para evitar a propagacdo do megacdlon ao 6rgdo inteiro, mantendo
dessa forma a inervagdo funcional do restante do célon. DA SILVEIRA et al. (2008a)
verificaram que na por¢do dilatada do célon de pacientes com megacdlon chagésico a
concentracdo de substancia P € alta, enquanto o nivel do seu receptor NK1 é baixo; na
por¢ao nao dilatada do célon dos mesmos pacientes € nos controles normais, o contrario
foi observado. Sabe-se que a substincia P induz secrecdo de citocinas pré-inflamatorias.

Esses dados sugerem que esses altos niveis de substancia P contribuiriam para a
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manutencdo do processo inflamatdério, descrito no megacdélon chagésico. Os baixos niveis
do receptor NK1 seriam devidos a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias, visto que elas
inibem a expressao do mesmo; esse mecanismo utilizado pelo SNE e sistema imune agiria
como uma chave para tentar restringir a magnitude da inflamagao e prevenir a destrui¢io
de estruturas e, dessa forma, evitaria o aparecimento da fibrose e dilatacdo do 6rgao.

Em seus estudos sobre doenca de Chagas, ADAD (1989) visualizou vasos
sanguineos no interior de ganglios do esdfago; porém, ndo os identificou nos ganglios do
c6lon (ADAD, 1996). Entretanto, segundo os dados da literatura (TAFURI, 1979;
GABELA, 1979, 1989, 1990) os ganglios do SNE sao avasculares. Devido a esses dados
controversos a respeito da existéncia de vasos nos ganglios do sistema nervoso entérico
humano, ETCHEBEHERE et al.(2001) realizaram um estudo pormenorizado, a fim de
verificar se havia ou ndo vasos no plexo mientérico do esofago e célon de individuos
normais. Confirmaram que os ganglios do esofago sao vascularizados, enquanto os do
cOlon sdo avasculares. Acreditam que essa diferenca estrutural seja um dos fatores que
favorecam a denervacdo mais intensa e mais rdpida do esdfago, em relagdo ao célon, na
doenca de Chagas. Outro fator poderia ser a maior quantidade usual de mastdcitos no
esofago em relagdo ao célon normal (PINHEIRO, 2006; PINHEIRO et al., 2008). Esses
dados poderiam explicar porque apesar do grau de denervacdo para o aparecimento de
megacélon ser menor (cerca de 50%) que para o megaesdfago (cerca de 90 ou 95%)
(KOBERLE, 1961, 1963, 1968a, b; KOBERLE et al., 1983; ADAD 1989, 1996; ADAD et
al., 1991, 1999, 2001, 2002), megaesdfago € mais frequente que megacdlon e, quando
ocorre no mesmo individuo, em geral, precede o megacélon (RESENDE & RASSI, 1983).

PINHEIRO (2000) e PINHEIRO er al. (2003) também realizaram estudos
morfométricos analisando o grau de fibrose e o nimero de mastécitos no célon de
pacientes chagésicos cronicos com e sem megacdélon. Observaram que os pacientes

chagasicos com megacdlon apresentavam aumento do niimero de mastdcitos e constataram
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ainda que a presenga dessas células tinha uma relagdo direta com a fibrose no megacdlon
chagésico. DA SILVEIRA et al. (2007a) também observaram uma alta concentra¢do de
macrofagos, eosindfilos e mastocitos no célon de individuos com megas chagésicos;
relataram que essas células sdo capazes de secretar fatores de crescimento para os
neurdnios; entretanto, elas também sao responsaveis pela destruicao do parasita e/ou tecido
hospedeiro, pois t€ém capacidade de produzir citotoxicidade quando ativadas e substancias
como Oxido nitrico e radicais livres. Concluiram que o actimulo dessas células no
megacdlon € percebido como um esfor¢co em tentar restabelecer a homeostasia intestinal e
que a permanéncia delas € capaz de produzir degeneracdes e necrose local.

Com o intuito de determinar alguma diferenca na natureza da invasdo dos
neurdnios e células gliais entéricas pelos linfécitos, DA SILVEIRA ef al. (2007c)
compararam os tecidos coldnicos de individuos sorologicamente positivos para doenga de
Chagas, com e sem mega, com controles soronegativos. Notaram que nos chagdsicos com
e sem megacélon, houve um claro predominio de linfécitos T (CD3") tanto na camada
muscular quanto no plexo mientérico e linfécitos B (CD20™) no plexo submucoso. Além
disso, encontraram um aumento significante das células NK (CD57) e linfécitos T
citotoxicos (TIA-1) no plexo dos individuos afetados e uma reducao de 20% da inervagao
da tdnica muscular dos individuos com megacélon. Porém, a reducdo do nimero de células
gliais ocorreu igualmente nos chagdsicos com e sem mega, levando a concluir que o
desenvolvimento do megacdlon estd associado a manutencdo da invasdo dos ganglios
entéricos pelas células T citotoxicas e a perda da inervacdo do musculo, mas ndo a
mudangas no nimero de células gliais.

Pacientes chagédsicos com mega apresentam denervacao freqiientemente associada
a intensa inflamagdo, enquanto chagdsicos sem mega podem apresentar ou nao denervacao,

e em geral, a inflamacdo € menos intensa, sugerindo um importante papel para o processo
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inflamatério sobre o desenvolvimento desta patologia (ADAD 1989, 1996; CORREA-
OLIVEIRA et al., 1999).

Embora o T. cruzi possa infectar vérios tipos de células, existem cepas com
grande tropismo para certas células, tecidos e 6rgaos. Esse fato poderia explicar diferencas
regionais em relacdo a doenca de Chagas, por vezes dentro de um mesmo pais; no Brasil a
forma digestiva € rara na Bahia; entretanto, é freqiiente na regido Sudeste e Centro-Oeste.
Sendo assim, diferentes formas andtomo-clinicas da doenga poderdo ser determinadas por:
1) tropismo por diferentes 6rgaos; 2) intensidade do parasitismo; 3) intensidade da resposta
inflamatdria; 4) formacdo e evolucdo da resposta imune (TAFURI, 1999).

Nas décadas de 70 e 80, ja se postulava a existéncia de diferentes cepas de T. cruzi
(REZENDE et al., 1988). Existem vdrias cepas de 7. cruzi que diferem em termos
bioquimicos, epidemioldgicos, patogénicos e de resposta ao tratamento. O grupo 7. cruzi I
estd extremamente difundido dentro do ciclo silvestre e pode representar a forma original
do T. cruzi . O grupo T. cruzi Il estd associado a roedores e ao Triatoma infestans. Esses
dois grupos estdo associados a lesdes cardiacas em infec¢des humanas; mas, somente o 7.
cruzi Il estd associado a lesdes do trato digestério (SATELLITE MEETING, 1999;
PRATA, 2001).

A heterogeneidade sugere que variacOes genéticas do hospedeiro, parasita ou
ambos, sdo importantes no estabelecimento da forma clinica da doenca. Em humanos essa
suspeita foi confirmada através de estudos com técnicas de PCR em material de bidpsia
e/ou necropsia; VAGO et al. (1996; 2000) demonstraram variabilidade genética do parasita
como sendo um dos fatores determinantes da forma digestiva ou cardiaca da doenca de
Chagas.

Com objetivo de caracterizar o perfil genético de cepas de 7. cruzi obtidas de
pacientes chagdsicos, com e sem sintomas, oriundos de nosso pais, FREITAS et al. (2005)

e, em nossa regido LAGES-SILVA et al. (2006), confirmaram que o 7. cruzi I é o agente
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causador das lesdes da doenca de Chagas no Brasil. Entretanto, LAGES-SILVA et al.
(2006) encontraram um alto grau de variabilidade dentro das cepas de 7. cruzi II,
demonstrado pelo intenso polimorfismo do kDNA, entre todas as formas clinicas e também
dentro das mesmas. Segundo MACEDO et al. (2004) o intenso polimorfismo poderia ser
explicado devido ao fato de muitas populacdes de T. cruzi serem policlonais. E o elevado
grau de diversidade do parasita poderia estar associado a sua necessidade de adaptacdo e
sobrevivéncia em diferentes hospedeiros.

E possivel que diferencas histolégicas entre o esdfago e o célon, como ji
referimos, tais como a vascularizagdo dos ganglios do eso6fago e maior quantidade de
mastdcitos na muscular desse 6rgdo possam favorecer a maior freqiiéncia e intensidade de
miosite e ganglionite no esdéfago que no célon. Todavia, devem existir outros fatores, um

deles poderia ser o parasitismo mais freqiiente no es6fago, seja por maior afinidade pelo

tipo de tecido ou por tipos genéticos diferentes de 7. cruzi.
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Pesquisa do Trypanosoma cruzi em tecido

Durante a fase aguda da doenca de Chagas sabe-se que os parasitas podem ser
encontrados em quase todos os 6rgdos e em vdrios tipos celulares. No entanto, nas formas
crOnicas os parasitas tornam-se raros nos tecidos e sdo encontrados em poucos sitios
anatomicos, dentre eles o coragdo, musculo esquelético, esdfago, intestino ou, mais
raramente, o cérebro (BRENER er al., 2000).

Em imunocompetentes a infec¢do inicial parece ser prontamente controlada
através de uma variedade de mecanismos imunes efetores; como resultado, o nimero de
parasitas no sangue e nos tecidos cai drasticamente, préximo a niveis indetectdveis no
estdgio cronico da doengca (ZHANG & TARLETON, 1999).

Admite-se ser extremamente rara a presenca do 7. cruzi nos tecidos da quase
totalidade dos portadores de doenga de Chagas cronica (LOPES er al., 2006). Por outro
lado, alguns estudos demonstraram ser o parasitismo tissular do 7. cruzi mais frequente do
que era admitido antigamente. A utilizacdo de métodos especificos para a demonstracdo de
amastigotas do 7. cruzi no tecido foi primeiramente empregado por ANDRADE &
ANDRADE (1969), na tripanosomiase experimental através de imunofluorescéncia
indireta. CROKER & KUHN (1983) através de imuno-histoquimica, compararam duas
técnicas: peroxidase anti-peroxidase (PAP) e complexo avidina biotina (ABC), para
identificacdo de formas tissulares do 7. cruzi em tecidos de camundongos infectados.
Perceberam que a técnica ABC poderia ser usada com dilui¢des maiores do anticorpo
primério, quando comparada com a técnica de PAP; além disso, a técnica ABC identificou
claramente os organismos nos tecidos, sendo de grande valor sua aplicabilidade nas
pesquisas.

Em seguida, vieram os trabalhos em humanos, BARBOSA (1985) e BARBOSA
et al. (1986) realizaram estudo comparando duas metodologias, HE e imuno-histoquimica

(PAP), para identifica¢do de ninhos de 7. cruzi em coracdes de individuos com cardiopatia
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chagésica crénica. Encontraram ninhos de amastigotas em todos os casos analisados.
Afirmaram que o nimero de ninhos de amastigotas foi sempre maior nas preparacdes
coradas pelo PAP do que naquelas coradas pelo HE. LANDMAN et al. (1986) realizaram
trabalho semelhante em dois casos de doenca de Chagas congénita. Através da técnica de
PAP encontraram ninhos de 7. cruzi até em locais que ndo foram suspeitados durante a
andlise histolégica com HE, como por exemplo, pulmdes e testiculos.

BARBOSA Jr. & ANDRADE (1984) avaliaram 556 casos de cardiopatia
chagésica cronica, tendo encontrado ninhos de 7. cruzi no coracdo de 84 (15%) desses
casos, em exame rotineiro (HE). Selecionaram 20 desses 84 casos para avaliar o
parasitismo em varios 6rgdos. Através da técnica de HE demonstraram formas tissulares
em 50% dos casos nas paredes do tubo digestivo, sendo 20% no es6fago, 20% no intestino
delgado, 5% no célon e 5% no apéndice cecal. Comentaram, no entanto, que 2 (10%) casos
eram de pacientes com diagnéstico da fase subaguda da doenga de Chagas. Além disso,
como o0s casos escolhidos ja apresentavam facilmente amastigotas identificaveis no
coracdo, acreditamos que os autores cometeram um Vviés ao utilizarem amostras
selecionadas e, portanto a freqii€éncia real seria bem menor que a referida. De qualquer
forma parece véalida a conclusdo de que o parasitismo na fase cronica é mais freqiiente no
coragdo que no tubo digestivo.

ADAD (1989) e ADAD et al. (1991) estudaram 56 esofagos de chagdasicos
cronicos, 17 deles portadores de mega. Selecionaram, com base na intensidade da
inflamacdo, 8 casos com e 8 sem megaesdfago para realizar imuno-histoquimica (PAP)
para pesquisa de 7. cruzi. ldentificaram ninhos de amastigotas em 4 (50%) casos de
megaesOfago; em nenhum caso sem mega identificou-se 7. cruzi. ADAD (1996) estudou
60 colons de chagdsicos cronicos. Em 17 casos com mega e 10 casos sem megacdlon
analisou, de cada caso, 36 cortes histologicos da transicdo reto-sigmoéide (TRS), porcao

média do sigmdide (SIG) e transicdo descendente-sigmoéide (TDS), através de coloracdes
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como Giemsa e HE. Identificou ninhos de amastigotas em 2 (11,8%) dos 17 casos de
megacolon e ndo encontrou 7. cruzi em nenhum dos 10 casos sem megacolon.

ANEZ et al. (1999) avaliaram fragmentos de bidpsias endocédrdicas humanas de
pacientes chagdsicos cronicos, com a finalidade de detectar a persisténcia do 7. cruzi em
tecidos, através de diferentes técnicas: 1) a imunofluorescéncia encontraram depdsitos
antigénicos de 7. cruzi em 89% dos tecidos cardiacos analisados; 2) a imuno-histoquimica
(PAP) demonstraram amastigotas de 7. cruzi em 85% das bidpsias endocardicas e 3) por
meio de PCR detectaram por¢des do genoma, do 7. cruzi em 91% dos casos. Com este
trabalho esses autores conseguiram demonstrar a presenca de depdsitos antigénicos de 7.
cruzi, do parasita em si ou fragmentos do seu genoma no miocardio de 96% de individuos
chagésicos. Afirmaram que embora o niimero de parasitas seja baixo na doenca de Chagas
cronica, seu potencial para destruicdo cardiaca pode ser comparado ao presente durante a
fase aguda.

MONTEON-PADILLHA et al. (2001) afirmaram que os pacientes com
cardiopatia chagdsica cronica apresentam uma forte resposta imune contra o 7. cruzi € uma
baixa parasitemia e que a presenca continua do parasita pode levar a manuteng¢do do
estimulo imune e pode aumentar a patogenia ou a destruicdo auto-imune dos tecidos nos
hospedeiros susceptiveis.

ALTEMANI et al. (2000) através das técnicas de HE e imuno-histoquimica,
pesquisaram ninhos de amastigotas em placentas humanas com vilosite causada pela
infeccdo com 7. cruzi; constataram que oS parasitas eram muito mais abundantes nas
placentas dos natimortos quando comparados com as placentas dos nascidos vivos;
também concluiram que o nimero de ninhos estava diretamente relacionado a intensidade
e extensdo da reacdo inflamatdria em torno das vilosidades. RODRIGUES et al. (2002),

através da coloragdo de HE, identificaram ninhos de amastigotas na muscular da veia
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central da glandula adrenal em pacientes com AIDS levando-os a acreditar na reativagao
dessa infeccao em individuos imunossuprimidos.

HERRERA et al. (2007) citaram os olhos como sendo uma importante porta de
entrada do parasita, devido a alta irrigagdo sanguinea e a proximidade com o cérebro.
Analisaram tecidos da cérnea e da musculatura ocular de camundongos infectados com 7.
cruzi; identificaram ninhos de amastigotas em 67% destes tecidos e k-DNA em 66% dos
mesmos através da técnica de PCR. Com esses resultados concluiram que o globo ocular
pode comportar-se como um possivel meio apropriado ao parasita e enfatizaram ainda, o
risco de transmissdo do 7. cruzi através de fluidos oculares e transplantes de corneas
parasitadas.

Foi demonstrado experimentalmente que os antigenos de 7. cruzi estdo presentes
em 11% do infiltrado inflamatério dos tecidos de 4 a 5 meses depois da infec¢do (YONES-
CHENNOUFI et al., 1988); entretanto, esses achados em animais experimentais nao
devem ser generalizados para a doenca humana, uma vez que os animais ndo desenvolvem
uma doenga cardiaca cronica equivalente (HIGUCHI et al., 1997).

CALIARI et al. (2001) pesquisaram a presenca de ninhos de 7. cruzi em coragdes
de cachorros infectados com o parasita, tanto na fase aguda quanto na cronica, através da
técnica de imuno-histoquimica (LSAB). Na fase aguda encontraram focos de ninhos de
amastigotas em todos os casos; porém, na fase cronica nenhum ninho foi localizado.
Todavia, isso pode ter ocorrido como nos estudos experimentais de caes feitos por
MACHADO et al. (2001a, 2001b), por terem obtido apenas a forma indeterminada da
doenca ou por terem feito pequeno nimero de cortes histologicos, sem técnica adicional
que facilitasse a visualizagao do agente.

Virios trabalhos realizados sobre doenca de Chagas cronica foram baseados nos
achados de microscopia Optica e eletronica. Esses demonstravam destrui¢do tecidual e

infiltrado inflamatdrio intensos, em contraste com a auséncia do parasita, sugerindo assim
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um papel controverso para o parasita na patogé€nese das lesdes teciduais na fase cronica.
Entretanto, na década de 90 vérios estudos introduziram a técnica de PCR como uma
ferramenta bastante sensivel na drea diagndstica e muitos pesquisadores comegaram a
demonstrar a presenca de estruturas do genoma do 7. cruzi nesses tecidos. Demonstrando
assim, que a presenca do parasita parece ser crucial para a manutencdo da resposta
inflamatoria.

Os tripanosomatideos possuem uma unica e grande mitocOndria que se estende
por todo o comprimento da célula. Essa difere dos demais eucariontes pela presenca de
uma rede formada por milhares de moléculas circulares de DNA (kDNA) denominada de
cinetoplasto. No T. cruzi, o kDNA representa cerca de 20-25% do DNA total da célula
(BRENER et al., 2000).

JONES et al. (1993) e HIGUCHI et al. (1993) demonstraram que o 7. cruzi ou
por¢des do seu DNA estavam presentes nas lesdes inflamatérias encontradas na cardiopatia
chagésica. VAGO et al. (1996) utilizaram amostras de esdfagos de pacientes com a forma
digestiva da doenca de Chagas, nas quais detectaram a presenca de fragmentos do genoma
do T. cruzi em 100% dos pacientes com megaesdfago; concluiram que esses resultados
mostram claramente a persisténcia de KDNA do parasita nas lesdes esofagicas na doenga
de Chagas. Porém, ndo excluem o envolvimento de mecanismos autoimunes na patogénese
do megaesofago. Posteriormente, VAGO et al. (2003) pesquisaram o kDNA do 7. cruzi no
esofago de pacientes chagdsicos sem megaesdfago. Encontraram positividade em 55% dos
casos, ao PCR. Por essa razdo, deduziram que outros fatores, além da presenca do parasita,
deveriam ser levados em consideragdo.

LAGES-SILVA et al. (2001) utilizaram amostras de pacientes chagasicos com
megaesdfago para identificacdo do 7. crugzi, utilizando técnicas parasitolégicas para
identificacdo do parasita no sangue, técnicas de HE e imuno-histoquimica (PAP) para

identificacdo no tecido e também a técnica de PCR para identificagdo do DNA do parasita.
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Encontraram uma positividade de 73% através dos métodos parasitologicos, 90% através
da técnica de PCR e 77% na identificacdo do parasita e/ou antigenos de 7. cruzi nos
tecidos. Todavia, ndo hé figuras neste artigo demonstrando o que os autores consideraram
como sendo antigenos de 7. cruzi através de imuno-histoquimica.

Por outro lado, DA SILVEIRA et al. (2005) pesquisaram a presenga de kDNA de
T. cruzi, inflamagdo e denervacdo no esdfago de pacientes chagdsicos crOnicos com ou
sem megaesOfago. Encontraram kDNA do 7. cruzi em 100% dos portadores de
megaesdfago e em 60% dos chagésicos sem megaesofago. Além disso, afirmaram que
todos os chagdsicos que apresentavam processo inflamatdrio, até mesmo aqueles sem
megaesOfago, tiveram positividade para kDNA e diminui¢do da contagem neuronal em
suas amostras. Concluiram que o processo de denervacdo no esdfago de pacientes
chagésicos poderia ser, em menor parte, uma conseqiiéncia de mecanismos imunes

citotoxicos, os quais sdo dependentes da persisténcia do parasita no tecido.
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Caracterizacio do infiltrado inflamatério nas lesoes chagasicas

No inicio da infeccdo, o parasitismo € eventualmente controlado por vérios
mecanismos imunes: citocinas ativadoras de macréfagos, opsonizacdo através de
anticorpos e citotoxicidade medida por células T. A resposta imune controla o parasitismo,
mas falha ao tentar eliminar completamente o parasita; por isso, 0s pacientes permanecem
infectados por toda vida (HUDSON & BRITTEN, 1985). Virias evidéncias apoiam a
hipétese de que a persisténcia do 7. cruzi nos tecidos seria o estimulo para a resposta
inflamatodria cronica, que resulta em destrui¢do tecidual (TARLETON & ZHANG, 1999;
TARLETON, 2001). O mecanismo de patogénese na doenca de Chagas estd baseado em
duas hipdteses: a primeira seria que a persisténcia do 7. cruzi em locais especificos nos
hospedeiros infectados resultaria em uma reatividade inflamatéria cronica; a segunda
hipétese seria que a infeccdo pelo 7. cruzi induziria a uma resposta imune na qual os
proprios tecidos s@o alvos, independente da persisténcia do parasita (TARLETON, 2001).

A inflamagdo é o processo patoldgico bédsico da doengca de Chagas. A resposta
inflamatéria que segue-se a infeccao pelo 7. cruzi € essencial a resisténcia do hospedeiro,
mas também € responsdvel pela patologia observada na doenca de Chagas (TEIXEIRA et
al., 2002). A inflamacao focal pode ser destrutiva nao s6 para as células parasitadas, mas
também para as células ndo parasitadas. Ela se faz inicialmente as custas de células
mononucleares e logo depois comneutréfilos e eosindfilos (BRENER et al., 2000). DA
SILVEIRA (2007c) afirmou que dentre os componentes etiolégicos do megacdlon
chagésico, um deles é comprovadamente de natureza imunoldgica.

A patogénese das lesdes chagasicas ainda é motivo de muita controvérsia, pois a
escassez de parasitas frente a uma resposta imune intensa, levou muitos pesquisadores a
pensar num envolvimento de fatores autoimunes (YOSHIDA et al., 1997 e TARLETON et

al., 1999). A intensidade da resposta inflamatéria € a grande questdo que permanece ainda
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sem uma resposta; nao se sabe se as células inflamatdrias representam a causa ou a
consequéncia do desenvolvimento das lesdes teciduais nos chagasicos.

Na década de 80 muitos trabalhos envolvendo a resposta imune contra a infec¢ao
pelo T. cruzi foram desenvolvidos: RIMOLDI et al (1981) e VILLALTA &
KIERSZENBAUM (1983, 1984a e 1984b) afirmaram que as células inflamatérias
contribuiam para a remoc¢do dos parasitas dos tecidos infectados. Em contrapartida,
MOLINA & KIERSZENBAUM (1987, 1988, 1989) estudaram a atuacdo das células
mononucleares, neutréfilos e eosindfilos presentes nos sitios das lesdes cardiacas
infectados com 7. cruzi, tanto in vitro como in vivo. Relataram depdsitos de eosinéfilos e
componentes dos granulos de polimorfonucleares nas células cardiacas e perceberam que
essas células tinham sofrido necrose; atribuiram as células inflamatdrias uma possivel
contribuicdo para a destrui¢do tecidual. D’AVILA REIS et al. (2001) relataram que a
atividade dos eosindfilos contribui para a disfungdo e destrui¢ao dos tecidos do hospedeiro
através da secrecdo de mediadores inflamatérios e proteinas catidnicas que sao
neurotoxicos.

O infiltrado inflamatério mostra um importante papel na patogénese da miocardite
chagésica cronica (HIGUCHI et al., 1987) e nas lesdes inflamatérias do SNE, associado a
uma dréastica redu¢do do ndmero de neurdnios, reforcando os achados clinicos nos megas
chagdsicos (KOBERLE, 1968; TAFURI et al., 1971; ADAD et al., 1991).

O infiltrado inflamatério € constituido predominantemente por linfécitos
(TAFURI et al., 1971; MONTUFAR et al., 1977, ROCHA et al., 1981; TAFURI &
RASO, 1983; ADAD, 1996; LOPES er al., 2006), em especial por linfécitos T
(NOGUEIRA, 1996; ADAD, 1996). Em geral, ha nimero menor de linfécitos B,
plasmdcitos, eosindfilos, macréfagos, mastécitos e neutréfilos (ROCHA et al., 1981,

ADAD, 1996; LOPES et al., 2006).
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Em uma minuciosa pesquisa das formas tissulares do 7. cruzi em portadores de
miocardite chagésica cronica BARBOSA & ANDRADE (1984) descreveram que no
esofago aparecia frequentemente infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente
linfocitdrio, discreto e focal, tanto nas camadas musculares como no plexo de Auerbach;
sendo que estas alteragdes estavam também presentes na maioria dos casos, independente
de ter parasitas identificados. No restante do intestino as alteragdes inflamatdrias eram
muito discretas ou ausentes.

ADAD (1989) e ADAD et al. (1991) identificaram nos es6fagos de chagdasicos
cronicos, com e sem mega, focos de miosite e fibrose na grande maioria dos casos
analisados; observaram também que as alteracoes do plexo mientérico eram mais
freqiientes nos chagasicos com megaesdfago.

ADAD (1996) e ADAD (1997) identificaram focos de miosite no célon em 100%
dos chagdsicos com mega, quando analisados cortes subseriados de trés regides (transicao
reto-sigmoide, por¢cdo média do sigmdide e transi¢do descendente sigmoide); assim como
fibrose, freqiientemente moderada ou intensa, na tdinica muscular. No grupo sem
megacdlon detectaram miosite, assim como fibrose discreta, somente em 20% dos casos.
Nos casos de individuos nao chagdsicos, nenhum foco de miosite e/ou fibrose foi
encontrado (ADAD, 1996).

Os focos inflamatérios presentes no miocardio de pacientes chagésicos cronicos
sdao em geral maiores e mais freqiientes em relagdo aos focos do tubo digestivo, mesmo em
pacientes com megas. E, com relagdo ao tubo digestivo, os focos sdo mais freqiientes no
esofago que no célon, embora do ponto de vista qualitativo a inflamacao seja semelhante
nos trés 6rgaos (ADAD et al., 2000).

As células T ativadas sdo os maiores componentes do infiltrado inflamatdrio e sdo

observadas tanto em pacientes com forma cardiaca quanto digestiva (DUTRA et al., 1994).
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Na populagdo de linfécitos T, além da expressdao da proteina CD3, sdo expressas
moléculas acessorias, CD4 e CDS8. A molécula de CD4 € expressa em aproximadamente
60% das células T maduras CD3", enquanto CDS8 € expressa em cerca de 30% das células
T (ABBAS et al., 2005). O CD20 é o marcador de linfécitos B mais usado, altamente
especifico e sensivel (ALVES et al., 1999) e representa a maioria ou todos os linfécitos B
(ABBAS et al., 2005). O macréfago € uma das principais células na inflamacao cronica e
integra o sistema fagocitario mononuclear (ABBAS ez al., 2005). O CD68 é um dos
marcadores de macréfagos mais usado sendo bastante sensivel (ALVES et al., 1999);
entretanto, o anticorpo anti-CD68 além de marcar os macréfagos, marca também
fortemente mastdcitos (Especificacdo do anticorpo anti-CD68/DAKO).

As células T CD4" sdo extremamente importantes na prote¢do contra a infec¢do
pelo T. cruzi, visto que sao necessdrias para a producdo de anticorpos liticos e produzem
citocinas, como IFN-y, que auxilia na destruicdo de formas intracelulares do parasita em
células infectadas (TARLETON et al., 1996).

Virios trabalhos tém demonstrado o quanto as células T CD8" sdo cruciais para o
controle do T. cruzi. Essas células dominam o foco inflamatoério nos tecidos parasitados e
sua auséncia leva a replicagdo descontrolada do parasita e subseqiiente morte do
hospedeiro infectado. As células T CD8 provavelmente atuam em mecanismos multiplos,
sendo a produ¢do do IFN-y um dos mais importantes. A redu¢do na producdo do mesmo
estd associada ao aumento da severidade da doenca em humanos. O aspecto qualitativo e
quantitativo da resposta imune do hospedeiro também mostra um importante papel no
processo da doenga. O sucesso no controle da infeccdo pelo 7. cruzi e da doenca de Chagas
envolve um balanco na geracdo da resposta imune, devendo esta ser suficiente para
controlar a infeccao e regulacdo da mesma, a fim de prevenir a destruicdo excessiva de

tecidos dos hospedeiros (MARTIN & TARLETON, 2004).
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Estudos epidemioldgicos em dreas endémicas mostram que 30-40% dos
individuos infectados desenvolvem formas clinicas severas da doenca de Chagas,
apresentando cardiopatia e/ou disfuncdo do trato gastrointestinal (WHO, 2002). Neste
contexto, o mecanismo especifico associado ao estabelecimento/manuten¢io de uma forma
clinica distinta da doenca parece ser bastante complexo. Existem muitas dudvidas
relacionadas ao fato de que alguns individuos infectados desenvolvem uma forma severa
da doenca de Chagas e outros ndo; também hd ddvidas em relacdo as manifestacoes
clinicas, que se apresentam de forma heterogénea. Na forma cardiodigestiva, CARDOSO
et al. (2006) encontraram um perfil de citocinas distinto quando comparado a outras
formas clinicas da doenca de Chagas; sugeriram que os eosinéfilos sdo as maiores fontes
de citocinas nessa entidade clinica. Os pacientes com a forma indeterminada da doenca
apresentam células T capazes de controlar a atividade citotéxica deletéria através da
inibicdo da ativacio do HLADR das células T CD8*. Acredita-se que a falta de uma
populacdo reguladora nas formas cardiaca ou digestiva acarretaria em prejuizo da resposta
imune, que culminaria numa forte atividade citotéxica e destrui¢do dos tecidos (VITELLI-
AVELAR et al., 2005).

As citocinas mostram um papel fundamental na infec¢ao pelo 7. cruzi e suas
atividades determinam o inicio, a duragdo e a composicao da resposta imune. O IFN-y € a
citocina que estd mais relacionada com a resisténcia a infec¢do, devido a sua capacidade de
ativar os macréfagos, que por sua vez, apresentam atividade tripanocida. Macréfagos
infectados liberam IL-12, que estimulam as células NK a produzir IFN- y. O IFN-y em
associacdo com TNF-a, induzem a expressdo da enzima 6xido nitrico sintetase (iINOS)
através dos macréfagos e, consequentemente, a producdo de 6xido nitrico, que apresenta
atividade microbicida sobre o 7. cruzi. As interleucinas IL-4 e IL-10 e o Fator

Transformador de Crescimento Beta (TGF-f) inibem os efeitos do IFN- y durante a
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infecgdo, pois desativam a capacidade tripanocida dos macréfagos e inibem a liberacao de
oxido nitrico (GAZZINELLI et al., 1992).

CREMA et al. (2006) avaliaram e quantificaram a producdo de citocinas em
individuos com esofagopatia chagdsica cronica durante diferentes fases evolutivas da
doenca. Observaram niveis significativamente altos de IFN-y e MIG (Monocina Induzida
por Interferon) nos pacientes com megaesdfago avancado. Afirmaram que esse achado
apoiaria a hipétese de que um desequilibrio na resposta imune levaria a destruicdo dos
tecidos. E embora esses individuos tenham apresentado menor nimero de linfécitos T
CD4, suas células mononucleares ainda eram capazes de responder a estimulagdo com
antigenos especificos do 7. cruzi.

RIBEIRO et al. (2008) encontraram altos niveis de IL-4 no sangue periférico de
pacientes com megaesdfago; esse achado poderia estar implicado no mecanismo de escape
do T. cruzi e sua persisténcia no esdfago, pois a IL-4 inibe a capacidade microbicida do
macréfago favorecendo a permanéncia do parasita no tecido.

Usando a técnica de imuno-histoquimica com ampla variedade de marcadores
fenotipicos, vdrios pesquisadores caracterizaram as células inflamatérias em coragdes,
esofagos, cdlons e placentas na fase aguda ou crdonica, em modelos experimentais
(YONES-CHENNOUFI et al., 1988a; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 1991; SATO et al.,
1992; SUN & TARLETON, 1993; SILVA-GONSALVES et al., 1999 e CALIARI et al,
2001) e em humanos (HIGUCHI et al., 1993; D’AVILA REIS et al, 1993; TOSTES,
1993 ; HIGUCHI et al., 1997; ADAD et al., 2000; ALTEMANI et al., 2000; CORBETT et
al., 2001; D’AVILA REIS et al., 2001; CABRAL et al., 2002; FUENMAYOR et al.,
2005) infectados pelo T. cruzi.

Os trabalhos em que foram feitas caracterizacdes imuno-histoquimicas das células
inflamatérias em tecidos, usando modelos experimentais, apresentaram resultados

conflitantes. YONES-CHENNOUFI er al. (1988a) e RIBEIRO-DOS-SANTOS et al.
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(1991) afirmaram que na fase aguda da doenca de Chagas as células T CD4" sdo
predominantes nos tecidos, enquanto SATO et al, (1992), SUN & TARLETON (1993) e
SILVA-GONSALVES et al. (1999) sugerem que o predominio se faz pelas células T
CD8". No infiltrado inflamatério do coracdo de cachorros portadores de miocardite
chagésica, CALIARI et al. (2001) ndo encontraram parasitas e verificaram que linfécitos T
CD8" eram as células predominantes durante a fase aguda e cronica da forma cardiaca da
doenca de Chagas, apesar de que que nos 6rgdos linféides caninos normais o predominio é
de células T CD4. Em estudo desenvolvido em coragdes de camundongos infectados com
T. cruzi, MELO & MACHADO (2001) demonstraram que os macréfagos estavam
associados as lesdes do SNA cardiaco e poderiam contribuir para o desenvolvimento da
cardiopatia chagasica cronica.

FUENMAYOR et al. (2005) avaliaram a freqii€ncia e intensidade dos antigenos
de T. cruzi e a presenca de células T CD4" e CD8" no infiltrado inflamatério do coracdo de
pacientes com doenca de Chagas aguda. Apesar de terem encontrado quantidade
aumentada de células CD4 e CDS8, essas células apresentaram proporcdes similares;
concluiram também que a intensidade da miocardite estava diretamente relacionada a
presenca de antigenos do parasita.

Com relacdo aos estudos que caracterizaram os linfécitos na cardiopatia chagasica
cronica humana, HIGUCHI et al. (1993), D’AVILA REIS et al. (1993), TOSTES (1994) e
HIGUCHI et al. (1997) afirmaram que as células T desempenham papel critico na
imunopatologia da doenga e demonstraram que linfécitos T CD8" ativados sdo as células
predominantes no infiltrado inflamatdrio das lesdes cardiacas humanas.

CABRAL et al. (2002) compararam quantitativa e qualitativamente os tipos de
células inflamatdrias nos coracdes de chagasicos que tiveram morte precoce em relaciao aos
que tiveram morte mais tardia. Os resultados obtidos mostraram intensa infiltragdo intra-

cardiaca de linfécitos T CD4" e poucos linfécitos CD8"; qualitativamente, esses achados
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foram similares nos diferentes grupos de pacientes; mas, quantitativamente o nimero de
linfécitos T e de mastdcitos foi maior nos casos de morte precoce. Concluiram que essas
células mostravam citoaderéncia aos miocardidcitos com lesdes e, por sua localizagcdo e
quantidade, também estavam associadas a “cardiopatia maligna”. HIGUCHI et al. (1997),
na tentativa de esclarecer a influéncia do 7. cruzi no desenvolvimento da inflamacao
miocdrdica na doenca de Chagas, realizaram quantificacdo de células T e também a relagcdo
dessas células com a presenca de antigenos do parasita, em amostras de necrdpsias e
biopsias. Afirmaram que o ataque contra o 7. cruzi parece induzir atividade de morte
indiscriminadamente, resultando em lise do parasita e das células miocardicas adjacentes.
Afirmaram que o ataque dos linfécitos as miocélulas ndo-infectadas poderia ser explicado
pelo fato dos linfocitos estarem sensibilizados contra estruturas internas dessas células,
como por exemplo, a miosina. Concluiram que a célula T CD8" é o principal subtipo de
célula T responsavel pela ativacdo imune na miocardite chagésica cronica. E essa célula
seria ativada, provavelmente, pela presenca de antigenos de 7. cruzi associados a antigenos
miociticos do hospedeiro. A auséncia de um ndmero significativo de células T CD4" na
presenca de antigenos de 7. cruzi sugere inibicdo da ativacdo dessas, ou uma falta do
mecanismo de apresentacdo do MHC-classe II.

D’AVILA REIS et al. (2001) caracterizaram as células inflamatdrias na muscular
propria de pacientes com megaesofago chagasico. Analisaram a distribuicao dos linfécitos
T, B, células NK, macréfagos e ainda as células que expressavam positividade para a
proteina TIA-1, que estd associada aos linfdcitos, as células NK e também estd envolvida
na fragmentacdo do DNA da célula-alvo. Encontraram intenso predominio de células T
CD3" (82 4 93%), enquanto macréfagos CD68" e linfécitos B CD20" tiveram porcentagens
que variaram de 6 2 19% e 1 a 4%, respectivamente. As células expressando TIA-1" foram
encontradas em todos os casos. Além disso, alguns casos de megaesdfago apresentaram

focos extensos com eosindfilos. Em contraste, no plexo mientérico predominaram os
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macréfagos CD68*. Concluiram entdo que as lesdes das células ganglionares e musculares
no megaesdfago chagasico poderiam ser conseqiiéncia de mecanismos citotoxicos
multiplos e ainda interrogaram se essas células representavam a causa ou a conseqiiéncia
do desenvolvimento do megaesdfago. Parte dos casos utilizados nessa pesquisa também foi
usado em nosso estudo.

A fim de avaliar o papel das células inflamatorias e dos subtipos de linfdcitos e
células NK envolvidas nas lesdes neuropaticas do c6lon, CORBETT er al. (2001)
realizaram investigacao histolégica e imuno-histoquimica em amostras de pacientes que
apresentavam megacélon chagdsico. Observaram alteracdes degenerativas, necrose das
células ganglionares e resposta inflamatéria no plexo mientérico de quase todas as
amostras. Classificaram o infiltrado inflamatério como moderado sendo a maioria das
células linfécitos T CD3*. Os linfécitos T CD8" estavam associados as células
ganglionares degeneradas e as células NK foram detectadas entre as camadas musculares
ou nas proximidades do plexo mientérico. Segundo os autores esses achados foram
encontrados também no plexo submucoso. Concluiram que a patogénese do megacdlon
estd baseada num processo continuo de destrui¢do ganglionar com participagdo dos
linfécitos expressando CDS e células NK.

A severidade da infeccdo chagdsica congénita € varidvel podendo causar retardo
do crescimento uterino, prematuridade, malformacdes, abortos, natimortos ou ser
assintomatica. Baseados neste fato, ALTEMANI et al. (2000) caracterizaram as células
inflamatorias utilizando placentas de recém-nascidos vivos e natimortos com vilosites
causadas pelo T. cruzi. Descreveram que nas placentas com vilosite chagdsica dos recém-
nascidos vivos, o infiltrado inflamatdrio era focal e havia poucos parasitas. Relataram que
as dreas de necrose trofobldstica eram raras ou ausentes. Nos natimortos a vilosite era
difusa e severa, com freqiiente necrose trofobldstica, numerosas células mononucleares

aderidas aos sitios de reagdo granulomatosa e ainda numerosos ninhos de amastigotas.
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Analisaram a porcentagem de células positivas para linfocitos T, linfécitos B, células NK,
macréfagos, granuldcitos e proteina S-100. Concluiram que em todos os casos de vilosite
chagésica, o infiltrado inflamatério era composto principalmente por macréfagos,
linfécitos T CD8 ™ e poucas células NK. As células B eram raras ou ausentes. Concluiram
ainda que resposta inflamatdria era quantitativamente mais difusa e severa nos natimortos,
provavelmente devido ao maior niimero e intensidade do parasitismo nas vilosidades das
placentas dos natimortos.

VOLTARELLI (1990) encontrou nimeros absolutos de leucécitos e linfocitos, de
células T totais e de células B diminuidos no sangue periférico de pacientes com doenca de
Chagas cronica. Os neutréfilos quando estimulados por plasma autélogo, mostravam
atividade quimiotatica reduzida devido, provavelmente, a um defeito celular intrinseco.
Estes achados estendem a documentagdo da imunossupressdo na doenga de Chagas
humana.

Com o intuito de elucidar o envolvimento do sistema imune no desenvolvimento
da forma gastrointestinal da doenca de Chagas, LEMOS et al. (1998) analisaram os
fenétipos das células mononucleares no sangue periférico de pacientes portadores dessa
forma da doenca. Segundo os autores, os dados obtidos demonstraram uma reducdo
significante do nimero de linfécitos T CD3", de linfécitos B CD19" e do percentual de
células CD4"CD28" e, uma inversdo na relacgio CD4/CD8, nos pacientes portadores de
megaesdfago avancado. Essa inversdao da relacaio CD4/CD8 ndo foi observada em
pacientes chagdasicos cardiopatas ndo portadores de megas (DUTRA ef al, 1994).
Analisaram também a ativacdo das células T, através da determinagdo da expressdo do
HLA-DR e perceberam que nesses pacientes com a forma severa da doenca, havia uma
elevada porcentagem de células CD4" e CD8" expressando essa molécula, sugerindo que
apesar das células T expressarem esses marcadores, elas poderiam funcionar de modo

alterado pela falta da expressdo do CD28. Os autores afirmaram que as células CD28" sdo
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importantes na estimulagao génica, no processo do sinal da transdugdo e consequentemente
na ativagdo de células T. Afirmaram ainda que a estimulacio de células T, na auséncia do
CD28 é comprometedora, levando a uma inibicdo da proliferacdo celular e, sob algumas
circunstancias, induzindo uma baixa resposta antigeno-especifica. Dessa forma concluiram
que é provavel que a progressao da doenga esteja associada a uma diminuicao significativa
da circulacdo de linfécitos CD4" CD8" levando a um prejuizo da resposta imune nesses
pacientes.

A molécula de CD28 promove sinais para as células T que induzem a expressao
de proteinas anti-apoptéticas e estimulam a producdo de fatores de crescimento e outras
citocinas, promovendo ainda a diferenciacdo e proliferacdao dessas células T (ABBAS,
2005).

Revisando os dados da literatura nos deparamos com poucos trabalhos focados na
pesquisa direta do Trypanosoma cruzi em tecidos humanos cronicamente infectados e nao
encontramos estudos comparando a pesquisa do 7. cruzi e o infiltrado inflamatério em
cortes histoldgicos do esdfago e colon de chagésicos cronicos com e sem mega. Talvez
essa escassez de trabalhos deva-se a necessidade de uma pesquisa minuciosa, detalhada e
exaustiva; além disso, a introducdo das técnicas de biologia molecular, como uma
ferramenta bastante sensivel para demonstracdo desses parasitas, revolucionou o campo
das pesquisas.

Ademais, ainda existem duividas quanto a gé€nese das lesdes inflamatdrias e
celulares na fase cronica da doenga de Chagas, em relacdo ao papel do parasita. Outro
ponto importante € o fato de que trabalhos focados no desenvolvimento da forma digestiva
840 raros.

Esses estudos correlacionariam os niveis das células inflamatdrias e a severidade

da doenca, estabelecendo quais células inflamatdrias ou tipo celular especifico teriam papel
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importante na patogénese da infeccdo pelo 7. cruzi, revelando a participacdo direta ou
indireta das células inflamatdrias como causa ou consequéncia.

Com base nesses fatos apresentados nos propusemos a realizar este estudo com o
objetivo de pesquisar diretamente o parasita nos tecidos do esdfago e célon e avaliar se a
intensidade do parasitismo e do processo inflamatério € diferente no eséfago em relac@o ao
cOlon e entre o 6rgdo ndo ectdsico e mega. Propusemo-nos ainda a realizar estudo
qualitativo e semi-quantitativo do infiltrado inflamatério para linfécitos T, B e macréfagos
com a finalidade de verificar se ha semelhanca no padriao inflamatério nos casos com e

sem parasitismo evidente no 6rgao.



Objetivos
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Geral
= Avaliar comparativamente o processo inflamatério no esofago e célon de
chagdsicos cronicos, através das técnicas de HE, Giemsa e imuno-histoquimica
para linfécitos T, B e macréfagos, com a finalidade de verificar se hd semelhanca
entre o processo no esdfago e no colon e entre 0s casos com e sem parasitismo

evidente no 6rgao.

Especificos
= Avaliar a freqiiéncia de T. cruzi, através de imuno-histoquimica, no esdfago e célon
de chagdsicos cronicos com e sem mega, na tentativa de verificar se € mais

frequente nos 6rgaos com mega, em relacdo aos 6rgaos sem mega.

= Verificar se, do ponto de vista qualitativo e semi-quantitativo, através de HE,
Giemsa e imuno-histoquimica (CD3, CD20 e CD68), o infiltrado inflamatdrio na
muscular e no plexo mientérico € semelhante no es6fago e no célon com e sem

mega.



Material & Método
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1. Material

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (Anexo A).

Foram estudados 50 segmentos de intestino grosso e 39 segmentos de esdfago de
chagésicos cronicos, obtidos por cirurgia (16 cdélons e 4 esdfagos) e/ou necropsias
realizadas no servigo de Patologia Cirurgica/Disciplina de Patologia Especial do Hospital
de clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), Uberaba, MG. Em 30
casos oriundos de necropsias, foi possivel utilizar o es6fago e o c6lon do mesmo individuo.

Dos 39 esodfagos estudados, 20 apresentavam mega e 19 tinham didmetro normal.
Dos 50 intestinos avaliados, 25 eram portadores de megac6lon e os outros 25 tinham
calibre normal.

O diagnéstico de infecgcdo chagésica foi baseado na positividade de pelo menos
duas das trés reacdes no sangue e/ou liquido pericardico: ELISA, hemaglutinacdo passiva e
imunofluorescéncia indireta para 7. cruzi.

Caracterizou-se megaesdfago quando havia dilatacdo (diametro maior que 2,5cm
apos fixacdo em formaldeido), difusa, acompanhada ou ndao de alongamento do 6rgdo, nao

provocada por obstru¢do mecanica.



36

O diagnostico de megacdlon foi feito a partir de dados clinicos (obstipac¢do
intestinal acompanhada frequentemente de complicacdes como fecaloma e volvo) e
radioldgicos (enema opaco mostrando dilatacdo e perda das haustracdes acompanhadas ou
nao de alongamento do célon e/ou Rx simples de abdomen evidenciando fecaloma e
dilatacdo intestinal). Parte deste material foi estudado anteriormente em teses de esdfago

(ADAD, 1989) e c6lon (ADAD, 1996).

2. Metodologia

2.1. Coleta e processamento do material

Foi retirado, de cada caso, um anel intestinal com cerca de 0,5cm de “altura”, na
transicdo reto-sigmoide e/ou um anel esofdgico a Scm da cdrdia. Os anéis foram fixados
em formaldeido a 4%, por tempo varidvel, ndo inferior a 24 horas. Para evitar que os anéis
maiores fossem subdivididos, em alguns casos, foram abertos a fresco, enrolados sobre si
mesmo com um papel de filtro justaposto a mucosa, facilitando a fixagdo e moldando-os
para posterior inclusdo. Apds a fixacdo, os anéis foram submetidos a desidratacdo,
diafanizagdo e inclusdo em parafina, confeccionando-se blocos para microtomia, com até
5x5cm, obtendo-se cortes histoldgicos com 4um de espessura, em laminas silanizadas
(ATPS/Silano, A3648, Sigma®). Os cortes histologicos foram corados segundo as
técnicas de Hematoxilina e eosina (HE) e imuno-histoquimica (IHQ) (Técnica de
Polimeros) para T. cruzi, linfécito B (CD20), linfécito T (CD3) e macréfago (CD68S).

Os cortes corados pelas técnicas de HE e Giemsa foram utilizados para uma
andlise geral dos anéis e avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa do processo inflamatdrio
na muscular prépria e ganglios do plexo mientérico.

2.2. Procedimento imuno-histoquimico

As laminas permaneceram na estufa a 56°C por um periodo de 24 horas, em

seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, permanecendo cerca de 5 minutos
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em cada um, e hidratadas em 3 banhos de alcool absoluto € 1 banho de alcool a 80%,
durante 10 segundos em cada um.

Posteriormente as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina
tamponada (PBS pH 7,2), durante 5 minutos para hidratacdo. Logo depois, o excesso de
tampao foi removido e a borda do corte secada cuidadosamente com papel absorvente. As
laminas foram colocadas em uma bandeja, sendo adicionada dgua oxigenada a 3% sobre
cada corte, durante 10 minutos, para bloqueio da peroxidase enddgena. Novamente foi
feita a lavagem em PBS.

A seguir foi realizada a recuperacao dos antigenos: foram colocados sobre as
laminas aproximadamente 250ul da enzima Tripsina (Sigma®); essa incubacgdo foi feita
por 60 minutos, a temperatura ambiente. ApOs essa etapa as ldminas foram novamente
lavadas em 3 banhos de 5 minutos no tampao PBS e incubadas com seus respectivos
anticorpos primarios em torno de 18 horas, em camara imida com temperatura de 3 a 4°C.
Os anticorpos foram diluidos em soro de albumina bovina (Sigma®) de acordo com as
indicacdes presentes em suas especificacoes. Foram utilizados os seguintes anticorpos
monoclonais: anti-CD20 (DAKO, diluicao 1:600, clone: 1.26, Carpinteria, CA) e anti-
CD68 (DAKO, diluicao 1:1000, clone: KP1, Carpinteria, CA) e anticorpos policlonais:
anti-CD3 (DAKO, Carpinteria, CA; dilui¢do 1:400) e anti- 7. cruzi (soro obtido de coelho
na Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro, dilui¢io 1:600).

Ap6s a incubagdo por toda a noite, as laminas foram colocadas em temperatura
ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em PBS e secas como anteriormente. O
reagente pos-primdrio (Técnica de polimeros - Novolink - Novocastra®) foi adicionado em
cada lamina por 30 minutos a temperatura ambiente, em camara imida. Em seguida foram
feitas 3 lavagens de 5 minutos cada uma em PBS e secaram-se como anteriormente. Logo
depois, o reagente Polimero (Técnica de polimeros - Novolink - Novocastra®) foi

adicionado por 30 minutos nas mesmas condig¢des acima.
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Ap6s 3 lavagens em PBS, por 5 minutos em cada uma, as laminas foram
reveladas, através da adicdo de uma solucdo cromodgena (Liquid DAB, DAKO®,
Carpinteria, CA) por 5 minutos; em seguida, as laminas foram lavadas em 4gua corrente e
contra-coradas em Hematoxilina de Harris por 2 segundos.

Finalmente as laminas foram imersas em 3 banhos de dlcool absoluto por cerca de
10 segundos cada um para retirada do excesso de dgua, 1 banho de xilol fenicado e 3
banhos de xilol, por 5 minutos cada um e, a seguir, foram adicionadas laminulas com

entellan.

2.3. Pesquisa de T. cruzi em cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica

A pesquisa de T. cruzi foi realizada em 5 cortes escalonados de cada anel, corados
segundo a técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-7. cruzi. A andlise foi
realizada em toda a tinica muscular do esofago e cdlon, através de microscopia de luz
comum com ocular de 10x e objetiva de 40x.

Os casos em que foram encontrados ninhos de amastigotas foram relatados como
positivos para 7. cruzi e foi anotada a freqiiéncia desses ninhos e se havia relagdo com o
infiltrado inflamatério. Dos trabalhos anteriores da orientadora desta tese (ADAD 1989,
1996) foram aproveitados 9 casos de megaesofago, 13 es6fagos sem mega, 16 casos de
megacdlon e 18 sem megacdlon, que serviram como piloto no inicio desta pesquisa.

Alguns casos do nosso trabalho foram submetidos anteriormente a andlise, através
da técnica de PCR para deteccio de DNA de T. cruzi em estudos conjuntos com
pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais. VAGO et al. (1996), VAGO et
al. (2003) e DA SILVEIRA et al. (2005) demonstraram presengca do kDNA do T. cruzi em
100% dos eséfagos com mega e 33 a 60% dos esdfagos de chagdsicos sem mega, na
dependéncia da quantidade de amostras teciduais de cada caso. Somente em alguns casos

de esdfago sem mega o PCR resultou negativo.
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2.4. Analise semi-quantitativa da intensidade da miosite na tiinica muscular e
ganglionite no plexo mientérico

Para andlise da presenca e intensidade da miosite e ganglionite, foram utilizados
cortes histolégicos corados segundo as técnicas de HE e Giemsa. Miosite foi caracterizada
por infiltrado inflamatério associado a fendmenos regressivos (degeneracao e/ou necrose)
das miocélulas. Com base na intensidade do exsudato, foi classificada em discreta (raros e
pequenos focos), moderada (focos esparsos de tamanho médio) e intensa (focos freqiientes
e extensos). No plexo mientérico, com base na intensidade do infiltrado celular presente,

classificou-se a ganglionite de modo semelhante ao feito para a miosite.

2.5. Caracterizacao imuno-histoquimica qualitativa do tipo de infiltrado inflamatério
A caracterizagdo qualitativa da inflamacdo foi realizada em 3 cortes consecutivos,
utilizando-se a técnica de imuno-histoquimica para os anticorpos anti-CD?20, anti-CD3 e
anti-CD68, com o intuito de caracterizar o tipo celular predominante em cada caso.
Avaliou-se a propor¢ao de células imuno-reativas para CD3, CD20 e CD68 nos
focos de miosite e ganglionite. A analise foi realizada em toda a muscular propria do
esofago e colon, utilizando um microscépio de luz comum, com ocular de 10x e objetiva

de 40x (Nikon E 600).

2.6. Analise estatistica

Para andlise estatistica as varidveis foram avaliadas através do programa
GRAPHPAD INSTAT versao 3.0. Foi utilizado o teste exato de Fisher para comparacao
quanto a presenga ou auséncia de miosite e ganglionite e em relacdo a intensidade do

processo inflamatério. O nivel de significancia considerado para todos os testes foi de 5%

(p<0,05).
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A idade dos pacientes que constituem o grupo de amostras de esdfago variou de

34 a 84 anos, com média de 55 + 12. No grupo de amostras de c6lon a idade variou de 22 a

84 anos, com média de 55 + 14. Em relacdo ao sexo, nas amostras dos esofagos, 26 (67%)

individuos eram do sexo masculino e 13 (33%) do sexo feminino; no grupo de amostras

dos célons, 30 (60%) individuos eram do sexo masculino e 20 (40%) do sexo feminino.

Tabela 1 — Valores médios da idade dos pacientes segundo os grupos de eséfago e

colon.
Esofago Célon
n =39 n =50
Mediana 53 54
Valor minimo 34 22
Valor maximo 84 84
Média 55 55
Desvio-padrdo 12 14

N = ndmero de casos
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2. Pesquisa do Trypanosoma cruzi em cortes histologicos corados por imuno-
histoquimica

A pesquisa do T. cruzi, realizada em 5 cortes escalonados de cada caso,
corados por imuno-histoquimica evidenciou ninhos de amastigotas em 4 (20%) dos 20
casos de megaesofago (Figs. 1 e 2), que corresponderiam a 10% do total de 39 esdfagos
estudados. Em 2 casos foram identificados 3 ninhos e, em outros 2 casos, um ninho apenas.
Alguns desses ninhos também foram reconhecidos em cortes adjacentes corados pela
técnica de HE.

Com relagdo ao cdlon, identificou-se ninho de 7. cruzi em apenas 1 (4%) dos 25
casos de megacdlon, correspondendo a 2% do total de 50 cdlons de chagésicos cronicos
estudados (Figs. 3 e 4).

Em nenhum es6fago ou célon sem mega foi identificado ninho de 7. cruzi.

Devido ao pequeno nimero de casos positivos ndo foi possivel realizar andlise estatistica.



Figs. 1 e 2 - MNinho de 70 cruzi na tinica muscular em caso de megaesofago (HE e
imuno-histoquimica para 7. cruz - 1000x).

Figs. 3 e 4 —MNinho de 77 cruz natinica muscular em caso de megacélon (HE ¢
imuno-histoquimica para 7. cruz - 1000x).
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3. Analise qualitativa e semi-quantitativa da intensidade da miosite e ganglionite

Foi feita uma avaliacdo preliminar global dos cortes corados pelas técnicas de HE e
Giemsa para avaliar a existéncia e classificar a intensidade da miosite na muscular propria e da
ganglionite no plexo mientérico dos esdfagos e célons (Figs. 5 e 6). Em muitos casos de mega
observou-se fibrose na muscular e no plexo mientérico com reducdo do ndmero de
neuronios (Figs. 7 e 8). O processo inflamatdrio era constituido, em geral, predominantemente
por células mononucleares, tendo de permeio esparsos eosinéfilos, escassos mastocitos e raros
plasmdcitos, tanto na muscular como no plexo, seja no es6fago ou no cdlon, sendo mais
evidente e frequente nos megas. Em 6 casos de megacélon e em 1 caso de megaesdfago havia
numerosos eosinodfilos dispersos, sob a forma de perivasculite e perimiosite difusa; essas
células também estavam presentes nos focos de miosite e ganglionite (Figs. 9 e 10).
Perivasculite e perimiosite cronicas foram achados frequentes, sendo discretas nos 6rgaos sem
mega. Células mononucleares dispersas de modo isolado foram vistas com freqiiéncia no
endomisio, especialmente no megacélon. Em 2 casos de megaesofago e em 1 caso de
megacolon foram identificados focos de miosite com formac@o de granulomas (Fig. 11); em
um caso de megaesdfago havia granulomas no plexo mientérico (Fig. 12).

De modo geral a impressdo era de ser mais facil encontrar focos inflamatérios no
esofago que no célon e os focos eram mais freqiientes nos casos de mega em relacdo aos
sem mega. Entretanto, do ponto de vista qualitativo o aspecto era semelhante.

Os quadros 1 e 2 mostram a sintese dos resultados em relacdo a presenca e
intensidade do processo inflamatdrio na muscular e no plexo mientérico, assim como em

relacdo a pesquisa de 7. cruzi, no esdfago e colon, respectivamente.



Fig S - Miosite cronica intensa em caso demegassdfago (HE - 100x).

Fig. 6 - Detalhe daFig. antenor evidenciando predominio de mononucleares e aspecto
destrutive dainflamacio (HE - 400x).

Fig. = — Fibrose namuscular em megaeséfago (HE - 400x).

Fie. 8 — Ganglionite crénica intensa em caso de megaeséfago, classificada como intensa
porhaver diversos ganglios com esse mesmo aspecto (HE — 400z
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Figs. 9 e 10 — Miosite e ganglionite com frequentes eosindfilos em meio ao infiltrado
inflamatodrio em caso de megacdlon e megaes6fago, respectivamente (HE — 400x).

Fig. 11 - Miosite granulomatosa focal em caso de megacélon (Giemsa- 400x).

Fig. 12 - Ganglionite no plexo mientérico com formacdo de granuloma em caso de
megaesofago (Giemsa 400x).
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Quadro 1 - Distribuicdo dos 39 casos de chagdsicos cronicos com ou sem mega, em que O
esofago foi avaliado, segundo idade (anos), sexo, intensidade da miosite, da ganglionite e
esquisa do 7. cruzi

N° do esofago | N° geral no Grupo Idade Sexo Miosite Ganglionite T cruzi
laboratorio (anos)
E3 HE75-93 SME 49 F + ++ -
E4 HES87-93 SME 61 M +++ ++ -
E7 HE102-93 SME 66 M - + -
E9 HE10-94 SME 47 F - + -
E10 HE23-94 SME 49 F + + -
E13 HE26-94 SME 52 F - + -
El4 HE34-94 SME 70 M - + -
E15 HE37-94 SME 40 M ++ ++ -
El16 HES50-94 SME 47 F ++ ++ -
E18 HE100-94 SME 42 M - - -
E20 HE30-95 SME 56 M + - -
E22 HES86-95 SME 66 M - + -
E23 HE14-96 SME 38 F - + -
HE78-95 HE78-95 SME 45 M - - -
HE102-98 HE102-98 SME 70 M ++ ++ -
HE19-99 HE19-99 SME 58 M - + -
HE26-99 HE26-99 SME 73 M + ++ -
HE74-00 HE74-00 SME 84 F - + -
HE75-00 HE75-00 SME 68 F ++ ++ -
Ell B94-859 ME 38 F +++ +++ -
E12 HE27-94 ME 57 M ++ ++ -
E21 HES83-95 ME 72 F - ++ -
E24 B96-124 ME 51 M ++ +++ -
E26 B97-1738 ME 54 F +++ ++ -
ML10-86 ML10-86 ME 43 M + ++ -
ML39-86 ML39-86 ME 54 M ++ ++ -
HE20-87 HE20-87 ME 59 M + ++ 1 ninho
HE34-87 HE34-87 ME 71 M +++ +++ 3 ninhos
HE14-89 HE14-89 ME 46 M ++ +++ 1 ninho
HE45-93 HE45-93 ME 53 M ++ +++ -
HES55-99 HE55-99 ME 64 M - + -
HE30-00 HE30-00 ME 52 M + - -
HE71-00 HE71-00 ME 67 M + + -
HE46-01 HE46-01 ME 43 F + +++ -
HE28-05 HE28-05 ME 50 F + ++ -
HE36-05 HE36-05 ME 34 M ++ + -
B00-2365 B00-2365 ME 58 M ++ +++ -
B05-5084 B05-5084 ME 42 M +++ + -
N2753 N2753 ME 43 M +++ +++ 3 ninhos

SME = chagésico sem megaesdfago; ME = megaesofago chagésico; F = Feminino; M =
Masculino; - ausente; + discreta; ++ moderada; +++ intensa.
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Quadro 2 - Distribuicdo dos 50 casos de chagésicos cronicos com ou sem mega, em que o colon foi
avaliado segundo idade, sexo, intensidade de miosite, da ganglionite e pesquisa de 7. cruzi.

N° do célon N° geral no Grupo Idade Sexo Miosite Ganglionite T. cruzi
laboratorio (anos)
C8 HE75-93 SMC 49 F - - -
C9 B93-2339 SMC 43 F - - -
C12 HES7-93 SMC 61 M - - -
C18 HE102-93 SMC 66 M + + -
C23 HE10-94 SMC 47 F - - -
C26 HE23-94 SMC 49 F - - -
C29 HE27-94 SMC 57 M - - -
C32 HE26-94 SMC 52 F - - -
C33 HE34-94 SMC 70 M - - -
C34 HE37-94 SMC 40 M + + -
C36 HES50-94 SMC 47 F + + -
C40 HE100-94 SMC 42 M - - -
C41 HE30-95 SMC 56 M - - -
C42 HE78-95 SMC 45 M - - -
C43 HES86-95 SMC 66 M - - -
C45 HE14-96 SMC 38 F - - -
HE96-93 HE96-93 SMC 22 F - - -
HE103-93 HE103-93 SMC 36 M - - -
HES83-95 HES83-95 SMC 72 F - - -
HE102-98 HE102-98 SMC 70 M - - -
HES55-99 HES55-99 SMC 64 M - - -
HE74-00 HE74-00 SMC 84 F - - -
HE75-00 HE75-00 SMC 68 F + + -
HE28-05 HE28-05 SMC 50 F - - -
HE36-05 HE36-05 SMC 34 M - - -
C3 HE31-93 MC 74 M ++ ++ -
C4 B93-1217 MC 65 F + + -
C5 B93-1303 MC 64 F ++ ++ -
C6 B93-1676 MC 68 M - - -
C10 B93-2492 MC 54 F +++ ++ 1 ninho
Cl1 B93-2703 MC 67 M + ++ -
C13 B93-2750 MC 44 M +++ ++ -
Cl4 B93-2979 MC 49 F ++ ++ -
C19 B93-3588 MC 70 M - - -
C21 B94-389 MC 55 F s bk -
C22 B94-547 MC 30 M - ++ -
C25 B94-612 MC 34 M - - -
C30 B94-1177 MC 63 F + - -
C31 B94-1207 MC 74 M ++ + -
C38 B94-2249 MC 39 F - - -
C39 B92-2025 MC 78 M + + -
ML10-86 ML10-86 MC 43 M + + -
ML39-86 ML39-86 MC 54 M + + -
HE45-93 HE45-93 MC 53 M - - -
HES51-93 HES51-93 MC 45 M ++ + -
HE19-99 HE19-99 MC 58 M ++ bk -
HE26-99 HE26-99 MC 73 M ++ + -
HE30-00 HE30-00 MC 52 M e ++ -
HE71-00 HE71-00 MC 67 M - - -
HE46-01 HE46-01 MC 43 F + +++ -

SMC = Sem megac6lon; MC = Megacdlon; F = Feminino; M = masculino; - ausente; + discreta;
++ moderada, +++ intensa.
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Observa-se nos quadros 1 e 2, que o processo inflamatdrio parece mais frequente nos
6rgdos com mega em relacio aos sem mega.
A tabela 2 e os gréificos 1 e 2 comparam a intensidade da miosite nos esdfagos e célons

(Gréfico 1), com e sem mega (Gréfico 2).

Tabela 2 - Distribuiciao dos casos, segundo os grupos de estudo e a intensidade da miosite
no esofagos e colons com ou sem mega.

Miosite ESOFAGO COLON
Sem mega Com mega Sem mega Com mega
n 90 n % n % n Y0
Presente 9 47 18 90 4 16 19 76
Discreta 4 21 6 30 4 16 7 28
Moderada 4 21 7 35 0 0 8 32
Intensa 1 5 5 25 0 0 4 16
Ausente 10 53 2 10 21 84 6 24
Total 19 100 20 100 25 100 25 100

Teste exato de Fisher para comparacdo quanto a presenca ou auséncia de miosite: esdfago x c6lon p = 0,00333;
esofago sem mega x megaesofago p = 0,0057; célon sem mega x megacdlon p < 0,0001; sem megaesdfago x sem
megacolon p = 0,00437; megaesodfago x megacdlon p = 0,2692.

No gréfico 1 observa-se o percentual de casos positivos para miosite comparando-
se todos esdfagos em conjunto em relacdo aos célons e, no grafico 3, observa-se a mesma
comparacdo subdividindo-se os chagdsicos em portadores ou nao de mega, segundo o
orgao.

Observou-se miosite em 27 (69%) dos 39 esdfagos de chagésicos e em 23 (46%)

dos 50 célons, sendo essa diferenca estatisticamente significante.
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Grafico 1 - Percentual de casos positivos para miosite agrupando todos os esofagos e
todos os colons.
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Grifico 2 - Percentual de casos positivos para miosite na tinica muscular do esofago e
colon, subdividindo-se em portadores ou nio de megas.
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Nota-se na tabela 2 e no grafico 2 que miosite foi muito mais frequente no 6rgao com
mega em relagdo ao sem mega, tanto no esdfago quanto no célon, sendo essa diferenca
estatisticamente significante. A andlise estatistica também evidenciou maior freqiiéncia de
miosite nos esofagos sem mega em relacdo aos cdlons sem mega. Todavia, embora o
percentual de miosite tenha sido um pouco maior no megaesofago em relagcdo ao megacdlon
(90% versus 76%), esta diferenca ndo foi estatisticamente significante.

A tabela 3 e os gréificos 3 e 4 comparam a intensidade da ganglionite nos esdfagos e

colons (Gréfico 3), com e sem mega (Gréfico 4).

Tabela 3- Distribuicdo dos casos, segundo os grupos de estudo e a intensidade da
ganglionite no esofago e célon.

Ganglionite ESOFAGO COLON
Sem mega Com mega Sem mega Com mega
n % n % n % n %
Presente 16 84 19 95 4 16 18 72
Discreta 9 47 4 20 4 16 7 28
Moderada 7 37 7 35 0 0 8 32
Intensa 0 0 8 40 0 0 3 12
Ausente 3 16 1 5 21 84 7 28
Total 19 100 20 100 25 100 25 100

Teste exato de Fisher para comparacdo quanto a presenca ou auséncia de ganglionite: esdfago x célon p < 0,0001;
esofago sem mega x megaesofago p = 0,3416; célon sem mega x megacélon p = 0,0001; sem megaesdfago x sem
megacdlon p <0,0001; megaesdfago x megacdlon p = 0,0592.
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Grafico 3 - Percentual de casos positivos para ganglionite no plexo mientérico
agrupando todos os esofagos e todos os colons.
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Grifico 4 - Percentual de casos positivos para ganglionite no plexo mientérico do esé6fago
e colon, subdividindo-se em portadores ou nao de megas.
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Observa-se na tabela 3 e no grifico 3 que ganglionite foi bem mais freqiiente nos
esofagos que nos colons, sendo a diferenca estatisticamente significante. Nota-se, ainda, que
ganglionite foi mais frequente nos chagdsicos com megacélon em relacao aos sem megacélon,
assim como nos esdfagos sem mega em relacdo aos célons sem mega (p < 0,05). Por outro
lado, embora o percentual de ganglionite no megaesdfago tenha sido um pouco maior que no
megacolon (95% versus 72%), a diferenca nado foi estatisticamente significante (p= 0, 0592);
no entanto, talvez o valor de “p” tdo proximo de 0,05 possa sugerir uma tendéncia.

Analisando-se o grafico 4, nota-se que ganglionite foi muito frequente no esdfago,
tanto com mega (95%), quanto sem mega (85%), nao havendo diferenca estatisticamente
significante entre esses grupos. Todavia, ao exame dos cortes histolégicos chamava atencdo a
maior intensidade do processo no megaesdfago, o que se observa no quadro 1 e na tabela 3.
Agrupamos, entdo, os casos de esdfago com ganglionite moderada ou intensa versus os casos
com ganglionite discreta, segundo a existéncia ou ndo de mega. Havia ganglionite discreta em
26% dos casos sem mega versus 11% no grupo com megaesdfago, enquanto ganglionite
moderada ou intensa ocorreu em 20% dos es6fagos sem mega versus 43% nos casos de mega,
observando-se, entdo, diferenca estatisticamente significante (Teste exato de Fisher, p =
0,0425).

No quadro 3 apresentamos em conjunto os dados dos 30 casos de necropsias em que
foi possivel analisar o esd6fago e o célon do mesmo individuo, 13 dos quais tinham algum tipo

de mega. Analisando-se o sexo apenas nesses 13 casos de megas, nota-se, intenso

predominio no sexo masculino (9/13; 77%).
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Quadro 3 - Comparagdo da intensidade da ganglionite, miosite e pesquisa de 7. cruzi nos 30 casos
em que foi possivel estudar o esdfago e o célon do mesmo paciente chagdsico cronico, segundo os
grupos de estudo.

N° geral no Idade | Sexo Esofago Cdlon

laboratorio N°E G M G Tc |N°C G M G Tc
HE75-93 49a F E3 SME | + ++ |- C8 SMC | - - -
HE102-93 66a M E7 SME | - + - Cl18 SMC |+ + -
HE10-94 47a | F E9 SME | - + - C23 SMC | - - -
HE34-94 70a | M El4 SME | - + - C33 SMC | - - -
HE30-95 56a M E20 SME | + - - C41 SMC | - - -
HE14-96 38a F E23 SME | - + - C45 SMC | - - -
HES87-93 6la M E4 SME | +++ | ++ - C12 SMC | - - -
HE23-94 49a F EI10 SME | + + - C26 SMC | - - -
HE26-94 52a F E13 SME | - + - Cc32 SMC | - + -
HE37-94 40a M El5 SME | ++ ++ - C34 SMC | + + -
HE50-94 47a F El6 SME | ++ ++ - C36 SMC | + + -
HE100-94 42a M EI8 SME | - - - C40 SMC | - - -
HE78-95 45a M HE7895 | SME | - - - C42 SMC | - - -
HES86-95 66a M E22 SME | - + - C43 SMC | - - -
HE102-98 70a M HE102-98 | SME | ++ ++ - HE102-98 | SMC | - - -
HE74-00 84a F HE74-00 | SME | - + - HE74-00 | SMC | - - -
HE75-00 58a F HE75-00 | SME | ++ ++ - HE75-00 | SMC | + + -
HE27-94 57a M E12 MEC | ++ +++ | - C29 SMC | - - -
HES3-95 72a F E21 MEC | - ++ |- HE83-95 | SMC | - - -
HE55-99 64a M HE55-99 | MEC | - + - HE55-99 | SMC | - - -
HE28-05 50a F HE28-05 | MEC | + ++ | - HE28-05 | SMC | - - -
HE36-05 34a M HE36-05 MEC | ++ + - HE36-05 SMC | - - -
HE19-99 58a M HEI1999 | SME | - + R HE19-99 | MCC | ++ | +++ |-
HE26-99 73a M HE2699 | SME | + + |- HE26-99 | MCC | ++ |+ _
ML10-86 43a M ML10-86 | MEC | + ++ | - ML10-86 | MCC | + + -
ML39-86 54a M ML39-86 | MEC | ++ | ++ |- ML39-86 | MCC | + + -
HE45-93 53a M HE45-93 MEC | ++ +++ | - HE45-93 | MCC | - - -
HE30-00 52a M HE30-00 | MEC | + R R HE30-00 | MCC | ++ | ++ -
HE71-00 67a M HE71-00 | MEC | + ++ | - HE71-00 | MCC | - - -
HE46-01 43a F HE46-01 | MEC | + | - HE46-01 | MCC | + P

N° E =n° do esbfago; G = grupo; N° C = n° do célon; M = miosite; G = ganglionite; T.c = Trypanosoma cruzi; a = anos;
SME = sem megaesdfago, ME = megaesofago; SMC = sem megacélon; MC = megacdlon; F = feminino; M = masculino; -
ausente; + discreta; ++ moderada; +++ intensa

Dentre esses 30 casos em que foi possivel avaliar o esdfago e célon do mesmo
paciente, 17 (57%) ndo apresentavam mega, 6 (20%) casos apresentavam associacao de
megacolon com megaesdfago, 5 (17%) individuos apresentavam apenas megaesofago e 2
(6%) individuos apresentavam apenas megacolon. Se nos detivermos na andlise apenas dos
13 casos que apresentavam megas, megaesofago foi mais freqiiente e estava presente em
85% (11/13) dos casos e megacdlon em 62% (8/13), sendo que em 46% desses casos havia

concomitancia de megaeso6fago e megacdlon.
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A andlise deste quadro confirma os dados ja destacados anteriormente: nota-se a
tendéncia de ocorrer mais inflamag¢do nos esdéfagos sem mega em relacio aos célons sem
mega e dentre os 6rgdos com mega em relacdo aos sem mega. Em todos os 30 casos a
pesquisa de 7. cruzi resultou negativa.

Observa-se que a idade dos pacientes portadores de megaesofago variou de 34 a
72 anos (55 £ 14 anos) e, naqueles com megacdlon apenas, variou de 58 a 73 anos (65 + 11

anos); entretanto o pequeno numero de casos dificulta a andlise estatistica.

4. Caracterizacao imuno-histoquimica do infiltrado inflamatério

Ap6s a avaliag@o da intensidade de miosite e ganglionite nos cortes corados por HE e
Giemsa foram analisados os cortes corados pela técnica de imuno-histoquimica com a
finalidade de avaliar a célula inflamatdria predominante nos focos.

Dentre as células mononucleares presentes nos focos inflamatérios, houve um intenso
predominio de células CD3" (linfécitos T); em geral, as células CD20" (linfécitos B) e as
células CD68* (macréfagos) eram raras. Do ponto de vista qualitativo, o infiltrado inflamatdrio
era semelhante nos casos de esdfago e célon portadores ou ndo de megas (Figs. 13 a 28).

Ao analisarmos as células CD68 positivas nos esdfagos, percebemos que vérias delas
pareciam estar na mesma topografia que usualmente vemos mastdcitos neste 6rgio, que € rico
nessas células, normalmente. A comparacdo do corte corado pela técnica de Giemsa com
aquele corado por imuno-histoquimica para CD68, mostrou que vdrias dessas células eram na
verdade mastdcitos (Figs. 29 e 30). Esse problema ndo foi vivenciado no célon possivelmente

porque mastdcitos sdo escassos na muscular do célon.
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Fig. 13 - Miosite moderada em esofago sem mega (HE - 400x),

Figs. 14 a 16 - Mesmo caso daFig 13, corado por tmuno-histoquimica, notar o intenso
predominio de Linfécitos T (Fig. 14 - CD3 - 400%), auséncia de Linfdcitos B (Fig. 15 -
CD20-400z%) e esparsos “macroéfages” (CDE8 - 400x).



Fig 17 - Ganglionite moderadaem esdfago sem mega (HE - 400x).

Figs 18 a 20 - Mesmo caso daFig. 17, corado por imuno-histoquimica, notar o
intenso predominio de Linfécitos T (Fig. 18 - CD 3 - 400x), auséncia de
Lintéritos B (Fig. 19 - CD20 —400x) e esparsos “macréfagos” (Fig. 20 - CD68 -
400x).

57



Fig 25 — Ganglionite intensa em caso de megaesdfago (HE - 400x).
Figs 26 a 28 - Iesmo caso daFig 25, corado por imuno-histoquirnica, notar o

intenso predominio de Linforitos T (Fig. 26 - CD3 - 400x), escassos Linforitos
B (Fig. 27 - CD20-400z) e esparsos “macréfagos” (Fig. 28 - CD&E - 400x).



Fig. 29 — IMuscular de caso com megaesdfago com numerosos mastécitos no
perimisio e nos focos de miosite (imuno-histoquimica — CD68 - 400%).

Fig. 30 — Comparar aimagem vista por imuno-histoquimica para CD68 cque cora
nio apenas macréfagos, mas também os mastéoitos (Giemsa — 400x).
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Nossos dados com relagdo ao predominio de megaes6fago e megacdlon no sexo
masculino, apesar de ser pequena a amostra para esse tipo de andlise, estdo de acordo com
os dados da literatura (COURA, 2000). Esse dado fica ainda mais evidente quando
observamos o quadro 3, que compara as alteragdes nos 30 casos em que pudemos examinar
tanto o esdfago quanto o célon. Apenas 3 (23%) dos 13 casos com visceromegalia eram do
sexo feminino.

Nos casos em que pudemos avaliar o esofago e o c6lon do mesmo individuo, o
megaesOfago foi mais freqiliente que o megacdlon e observou-se tendéncia do megaesdfago
ter faixa etdria menor, o que estd de acordo com diversos estudos clinicos (REZENDE &
RASSI, 1983; REZENDE & MOREIRA, 1988).

Quanto ao parasitismo na fase cronica da doenca de Chagas diversos autores
destacaram ser o mesmo escasso (TAFURI & RASO, 1983; RIBEIRO-DOS-SANTOS &
SILVA, 1980; ANDRADE, 1996); porém, nas ultimas décadas alguns estudos

demonstraram que formas amastigotas do 7. cruzi podem ser detectadas em diversos
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orgios (BARBOSA Jr. & ANDRADE, 1984; ADAD et al., 1991; ADAD, 1996;
TEIXEIRA et al.,1993; HIGUCHI et al,1997). Em nosso material encontramos
amastigotas de 7. cruzi somente em 4 (20%) dos 20 casos de megaesdfago (10% do total
de 39 estudados) e em apenas 1 (4%) dos 25 casos de megacolon (2% do total de 50 c6lons
de chagdsicos cronicos estudados). Em nenhum esdfago ou célon sem mega foi
identificado ninho de 7. cruzi . Esses dados parecem sugerir que o encontro de 7. cruzi
seria menos raro nos 6rgaos com visceromegalia e, além disso, que no esdfago seria menos
incomum que no co6lon. Resultado semelhante foi obtido por ADAD (1989, 1996), em
estudos isolados em esdfagos e cSlons de chagdsicos cronicos com e sem mega. E também
similar ao resultado de BARBOSA Jr. & ANDRADE (1984), no sentido de terem
detectado com maior freqiiéncia amastigotas no esdfago (20%) que no célon (5%).
Diferem, entretanto desses ultimos autores, ndo apenas pela maior freqiiéncia obtida por
eles, mas, especialmente, pelo fato de ndo termos encontrado amastigotas em 6rgaos sem
megalia. Talvez a diferenca no percentual de casos com ninhos de amastigotas em relagdao
aos identificados em nossa pesquisa, decorra do fato de que aqueles autores selecionaram
amostras previamente identificadas como positivas para 7. cruzi em exame de rotina do
coragdo de cardiopatas chagésicos na fase cronica ou “subaguda” (BARBOSA Jr. &
ANDRADE, 1984), ou com inflamacao intensa na muscular do es6fago (ADAD, 1989) ou
do célon (ADAD, 1996). Em nosso estudo, a pesquisa de 7. cruzi foi realizada em todos os
casos, independente de ter ou ndo inflamagao.

A freqiiéncia de positividade para 7. cruzi em nossos casos de megaesdfago
(20%) foi bem menor que a obtida por LAGES-SILVA et al. (2001), que identificaram
“depositos de antigenos de 7. cruzi” em 77% dos megaesofagos analisados, sem prévia
selecdo de casos e examinando amostras pequenas de cardiomiotomia. Essa alta
positividade chamou nossa aten¢do. Entretanto, destacamos que em nosso material

consideramos positivas apenas as estruturas que tinham morfologia compativel com
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amastigotas, tendo em vista serem freqiientes em imuno-histoquimica, artefatos e
precipitados de DAB que talvez tenham sido interpretados como “depoésitos antigénicos”.

Embora sabendo que o parasitismo tecidual € escasso na fase cronica da doenca de
Chagas, ele parece ser importante para perpetuar o estimulo sobre o sistema imune.
Estudos utilizando técnica de PCR ap6iam essa hipétese: JONES et al. (1993) e HIGUCHI
et al. (1993) detectaram, frequentemente, fragmentos do genoma de 7. cruzi em coragdes
de chagésicos cronicos; VAGO et al. (1996; 2003) e DA SILVEIRA et al. (2005)
identificaram DNA de T. cruzi em 100% dos casos de megaesdfago e em 33% a 60% dos
esOfagos sem mega, a medida que aumentaram a quantidade de fragmentos teciduais
analisados. Estas ultimas pesquisas utilizaram parte dos casos que estudamos nesta tese,
indicando que apesar de termos identificado formas tissulares do parasita em poucas
amostra, por meio da técnica de imuno-histoquimica, utilizando-se PCR demonstra-se
persisténcia do parasita em grande ndmero casos.

Com relagdo ao infiltrado inflamatério e a presenca do 7. cruzi em cortes
histolégicos de esofago e célon de chagésicos cronicos com e sem mega, ndo encontramos
estudos comparando os dois 6rgdos simultaneamente. Infelizmente, a escassez de casos
positivos para 7. cruzi em nosso material, ndo possibilitou andlise estatistica. Todavia,
miosite foi mais freqiiente no megaesdfago que no megacdlon e, nos 6rgaos com mega, em
relacdo aos sem mega o que talvez possa ter relagdo com o parasitismo.

Quanto a extensdo e freqiiéncia dos focos inflamatdrios presentes nos esofagos e
cOlons de pacientes chagdsicos cronicos com e sem mega, representados por miosite e
ganglionite, nossos resultados demonstram que os fendmenos inflamatdrios variaram,
sendo mais proeminentes nos esdfagos, especialmente nos casos com mega. Comparagao
similar ndo foi vista na literatura. Encontramos na pesquisa de BARBOSA Jr. &
ANDRADE (1984), que s6 avaliaram Orgdos sem mega, citacio de que os focos

inflamatdrios eram mais freqiientes no es6fago, enquanto no célon eram raros ou ausentes.
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De certa forma poderiam ter alguma relagdo com a maior frequéncia de parasitismo no
esofago que no célon. Por outro lado, poderiamos também lembrar que existem diferencas
estruturais entre esdfago e célon: 1) observa-se usualmente maior quantidade de mastdcitos
no esdfago que nos colons, o que poderia favorecer intensificacdo do processo inflamatério
no eséfago (PINHEIRO et al., 2008); 2) a presenca de vasos sanguineos nos ganglios do
plexo mientérico do es6fago, o que ndo € visto no c6lon, poderia favorecer inflamacdo
priméria nos ganglios esofagicos (ADAD, 1996).

Em relacdo a caracterizacdo imuno-histoquimica do infiltrado inflamatério nossos
resultados demonstram, de modo geral, intenso predominio de linfécitos T (CD3%),
escassos macréfagos (CD68") e raros linfécitos B (CD20"), independente do 6rgio, da
presenca ou ndo de visceromegalia, da intensidade da inflamacdo e/ou de ser miosite ou
ganglionite. Nao encontramos na literatura estudos semelhantes, comparando eséfago e
cOlon de chagdsicos cronicos, como foi feito nesta pesquisa. Comparando aos estudos
isolados no esdfago, nossos dados estdo de acordo com os de D’AVILA REIS et al.
(2001), em relagdo a miosite no megaesdfago; diferem, entretanto, desses autores quanto
ao infiltrado na regido do plexo mientérico, considerando que referem ter predominado
células tipo macréfagos-CD68™ neste local. Acreditamos que essa diferenca decorra do fato
de termos analisado o infiltrado apenas no interior dos ginglios, nao considerando a regido
em torno, tendo em vista que no conjuntivo em torno do plexo mientérico e, no perimisio,
ha freqiientes mastdcitos no esdfago normal e essas células coram-se também através do
CD68, como se pode ver nas Figs. 29 e 30.

Quanto a comparagdo dos nossos resultados aos dados isolados do célon de outros
estudos, observamos concordancia com CORBETT er al. (2001) e DA SILVEIRA et al.
(2007¢) que também notaram predominio de linfécitos T CD3" em relacdo aos linfécitos B
CD20", na muscular e no plexo mientérico. DA SILVEIRA et al. (2005) encontraram

resultado diferente no plexo submucoso, no qual predominaram linfécitos B CD20". Em
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nosso estudo este plexo nao foi analisado por varias razdes: 1) na mucosa e submucosa sao
muito freqiientes alteracdes secunddrias a estase alimentar/bolo fecal (gerando com
frequéncia a formacgdo de foliculos linféides), ao invés de serem diretamente decorrentes
da doencga de Chagas, como observa-se predominantemente na muscular prépria e no plexo
mientérico; 2) as lesdes do plexo mientérico sdo mais importantes para o aparecimento dos
megas (ADAD, 1996); 3) ndo seria possivel comparar as alteragdes do plexo submucoso
do célon as do esdfago, tendo em vista que esse plexo € quase inexistente mesmo em
esofagos normais (ADAD, 1989).

Em sintese poderiamos dizer que o parasitismo tecidual € escasso no es6fago e no
cOlon na fase cronica da doenca de Chagas, sendo menos raro no esdfago com mega.
Miosite e ganglionite sdo mais freqiientes nos 6rgdaos com mega em relacdo aos sem mega

e no esofago em comparagdo ao célon. Entretanto, do ponto de vista qualitativo, o aspecto

do infiltrado inflamatério é semelhante, com intenso predominio de linfécitos T (CD3%).



Conclusoes
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1. O encontro de T. cruzi no esdfago e colon na fase cronica da doenca de Chagas
€ raro, e parece menos raro no megaesdfago. A frequéncia de 7. cruzi no megaesdfago foi
de 20% e, no megacélon, de 4%. Nao foram encontrados amastigotas nos 6rgaos sem
mega. Se considerarmos o total de esdfagos com e sem mega, em conjunto, a frequéncia de

T. cruzi seria de 10% e, no célon, de 2%.

2. Miosite e ganglionite foram mais freqilientes e intensas nos 6rgaos com mega

em relacdo aos sem mega e, no eséfago, em relacdo ao célon.

3. Do ponto de vista qualitativo, o infiltrado inflamatério na muscular no plexo
mientérico, nos casos de esdfago e coélon, com e sem mega, foi semelhante e
aparentemente independente do encontro de 7. cruzi no O6rgdo, sendo constituido
predominantemente por linfécitos T (CD3+), escassos macréfagos (CD68+) e raros
linfécitos B (CD20+). Em alguns casos havia freqiientes eosinéfilos e, ocasionalmente,

foram vistos granulomas.
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Com o objetivo de avaliar comparativamente o processo inflamatdrio no esdfago e
c6lon de chagdsicos crénicos com e sem mega, pesquisou-se o parasitismo tecidual e
realizou-se andlise qualitativa e quantitativa do processo inflamatério na muscular e no
plexo mientérico.

Foram avaliados 39 esdfagos, sendo 19 de chagdsicos cronicos sem mega e 20 de
portadores de megaesofago e 50 célons, sendo 25 de chagdsicos cronicos sem mega e 25
de portadores de megac6lon. Em 30 casos foi possivel examinar o esdfago e o célon do
mesmo paciente. Os anéis foram fixados em formol a 4% e processados para inclusdo em
parafina.

A pesquisa do T. cruzi foi realizada em 5 cortes escalonados de cada caso, através
da técnica de imuno-histoquimica. A andlise foi realizada em toda a tinica muscular dos
esofagos e cdlons. Para andlise qualitativa e semi-quantitativa intensidade da miosite e
ganglionite, foram utilizados cortes histolégicos corados segundo as técnicas de HE e
Giemsa. Para avaliar o predominio de linfécitos T, B ou macréfagos no exsudato, foi
utilizada a técnica de imuno-histoquimica para os anticorpos anti-CD3, anti-CD20 e anti-

CDe68.
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Concluimos que:

O encontro de 7. cruzi no esdfago e no célon na fase cronica da doenga de Chagas
€ raro, e parece menos raro no megaesdfago. A frequéncia de 7. cruzi no megaesdfago foi
de 20%, e no megacolon, de 4%. Nao foram encontrados amastigotas nos 6rgaos sem
mega. Se considerarmos total de esdfagos com e sem mega, em conjunto, a frequéncia de
T. cruzi seria de 10% e, no célon, de 2%.

Miosite e ganglionite foram mais freqiientes e intensas nos 6rgdos com mega em
relac@o aos sem mega e no eséfago, em relagdo ao célon.

Do ponto de vista qualitativo, o infiltrado inflamatério na muscular e no plexo
mientérico, nos casos de esoOfago e célon, com e sem mega, foi semelhante e
aparentemente independente do encontro de 7. cruzi no O6rgdo, sendo constituido
predominantemente por linfécitos T (CD3+), escassos macréfagos (CD68+) e raros
linfécitos B (CD20+). Em alguns casos havia freqiientes eosinéfilos e, ocasionalmente,

foram vistos granulomas.
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To compare the inflammatory process in the esophagus and colon of chronic
chagasics, with and without mega, we research the parasitism in tissue and the quality and
quantity of inflammatory process in the muscular and myenteric plexus.

We evaluated 39 esophagus obtained from 19 chagasics patients without
megaesophagus and 20 chagasics patients with megaesophagus and, 50 colons from 25
chagasics patients without mega and 25 chagasics with megacolon. In 30 cases it was
possible to examine the esophagus and the colon of the same patient. The tissue were fixed
in 4% formaldehyde, processed for paraffin embedding and cut at Sum thick microtome
sections.

The research for 7. cruzi were done in 5 sections of each case through
immunohistochemical technique in the muscular layer of the esophagus and colons. For
qualitative and quantitative analysis of the inflammation in the muscular and myenteric
plexus, histologic sections were stained using HE and Giemsa. To evaluate the
predominance of lymphocytes T, B or macrophages, we used the technique of
immunohistochemical for the antibodies anti-CD3, anti-CD20 and anti-CD68.

We conclude that:
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The presence of 7. cruzi in the esophagus and colon in the chronic phase of
Chagas’s disease is rare, and seems more common in megaesophagus. The frequency of 7.
cruzi in megaesophagus was 20% and in megacolon 4%. We did not find amastigotas in
organs without mega. If we consider all the group of esophagus (with and without mega)
the frequency of T. cruzi would be 10% and, in colon, 2%.

The inflammation in the muscular and myenteric plexus was more frequent and
intense in the organs with mega in relation to those without mega, and in the esophagus, in
relation to colon.

The type of inflammatory cells in the muscular and in the plexus myenteric, in
cases of esophagus and colon, with and without mega, was similar and independent of the
presence of 7. cruzi being constituted predominantly by lymphocytes T, scarce
macrophages and rare lymphocytes B. In some cases frequent eosinophils were observed

and occasionally, granulomas.
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