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RESUMO

Introducao: Megaes6fago chagasico (ME) esta associado a maior ocorréncia
do céncer de esb6fago enquanto no megacolon chagasico (MC) adenomas e
adenocarcinomas s&o raros. Alteragdo nas concentragées de algumas
proteinas pode estar associada tanto a carcinogénese esofagica e colorretal
como ao megacdlon e megaesbfago chagéasicos. Obijetivo: estudar a
associacdao entre forma digestiva da doenca de Chagas e carcinogénese,
considerando-se a influéncia das proteinas c-Myc, GBP-2, APC, IFN- y e T.
cruzi. Material e Método: Foram selecionados blocos de parafina contendo
fragmentos de mucosa anteriormente diagnosticados como; (1) eséfago normal
(n=16); (2) megaesdfago chagasico (n=10); (3) cbélon normal (n=10) e (4)
megacodlon chagasico (n=10). Esses tecidos foram analisados por meio de
técnica imunoistoquimica utilizando os anticorpos ¢c-Myc, GBP-2, APC, IFN-y e
T. cruzi. Resultados: O resultado da expressao da proteina GBP-2 mostrou
maior positividade no ME (100%) quando comparado com MC (40%) (P =
0,011). Comparando ME com eséfago normal houve diferenga significativa (P =
0,001), tendo 100% de positividade para GBP-2 no megaes6fago e 31,3% no
esb6fago normal. Na analise da expressdao do IFN-y no MC e célon normal
verificou-se maior positividade no MC (90%) em relagcdo ao célon normal
(30%), sendo a diferenca significativa (P = 0,02). A expressao da proteina
IFN-y apresentou maior positividade no MC (90%) em relacdo ao ME (40%).
Conclusdes: A maior frequéncia de expressao das proteinas GBP-2 no
megaesbéfago chagasico e IFN-y no megacdlon chagasico explicam,

respectivamente, o aumento da incidéncia de carcinoma espinocelular em
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portadores de megaesbfago chagasico e o efeito protetor do megacolon

chagasico contra o adenocarcinoma colorretal.
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ABSTRACT

Introduction: Chagasic megaesophagus (ME) is associated with a higher
occurrence of esophagus cancer, while adenomas and adenocarcinomas are
rare in the Chagasic Megacolon (MC). Concentration alterations in some
proteins may be associated either with esophagic and colorectal carcinogenesis
or with chagasic megacolon and megaesophagus. Obijective: Study the
association between digestive Chagas disease and carcinogenesis, considering
the influence of c-Myc, GBP-2, APC, IFN- y and T.cruzi proteins. Material and
Method: Blocks of paraffin wax containing fragments of mucous membrane
early diagnosed as 1 — normal esophagus (n=16); 2 — chagasic
megaesophagus (n=10); 3 — normal colon (n=10) and 4 — chagasic megacolon
(n=10) were selected. These tissues were analysed by means of
immunohistochemical technique using c-Myc, GBP-2, APC, IFN-y and T.cruzi
antibodies. Results: The result of the GBP-2 protein expression showed higher
positivity in ME (100%) when compared to MC (40%) (p = 0.011). Comparing
ME with normal esophagus there was significant difference (p = 0.001), having
100% of positivity for GBP-2 in megaesophagus and 31.3% in normal
esophagus. In the analysis of the IFN-y expression in MC and normal colon a
higher positivity was observed in MC (90%) in relation to normal colon (30%)
being the difference significant (p = 0.02). As for the expression of IFN-y
protein, a higher positivity was observed in MC (90%) in relation to ME (40%).
Conclusions: A higher frequency of expression of GBP-2 protein in chagasic
megaesophagus and IFN-y in chagasic megacolon explains, respectively, the

increase of espinocellular carcinoma incidence in patients with chagasic
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megaesophagus and the protector effect of the chagasic megacolon against the

colorectal adenocarcinoma.



1- INTRODUCAO

1.1- Cancer Colorretal

O céancer do colon e reto (CCR) é considerado a terceira causa de
cancer e também de morte por essa doenca nos Estados Unidos.! Nesse
pais, em 2014 estima-se 71.830 casos novos em homens e 65.000 em
mulheres.") No Brasil, excluindo-se cancer de pele ndo melanoma, a neoplasia
colorretal ocupa o terceiro lugar em incidéncia nos homens com 15.070 casos
novos estimados para 2014 e segundo lugar entre as mulheres com 17.530
casos para esse mesmo periodo.®

Dados epidemioldgicos indicam que o CCR desenvolve-se a partir de
adenomas.®? Trata-se de fendmeno progressivo no qual uma célula sofre
modificagbes que tornam seu crescimento cada vez mais anormal. Essas
alteracoes sao provocadas por mutagbes nos genes que regulam a
multiplicacdo celular. Desses, APC, Smad2/4 e p53 sdo genes supressores
tumorais, e o KRAS proto-oncogene (Figura 1). A carcinogénese colorretal,
também pode ocorrer por instabilidade de microssatélites, pela deficiéncia nos

genes de reparo do DNA.®

vacd ativagdo da inativacs
eventos alterados ativagao da G inativagdo da perda de

via WnT sinalizagéo pelo EGFR resposta TGF-§ fungdio da p53 outras alteragbes
genes envolvidos APC KRAS Smad2/4 p53 genéticas

adenoma precoce/ adenoma adenoma tardio

epitélio normal " 1 preca : L
criptas displasicas intermediario

Figura 1 - Desenho esquematico mostrando eventos e genes envolvidos no desenvolvimentodo

cancer colorretal. Modificado de http://syscol-project.eu/wp-content/uploads/2011/11/ab_stor.gif




Proto-oncogene € um gene de proliferacdo normal, enquanto oncogenes
sao proto-oncogenes que sofreram mutagbes e se tornaram capazes de
codificar proteinas que induzam o cancer.®) Genes supressores de tumor
inibem a progressao do ciclo celular quando ocorre dano ao DNA da célula.®”

Aspectos histolégicos observados na estrutura de pélipos adenomatosos
intestinais sugerem que a formacao desses poélipos é decorrente do aumento
da producédo de novas células na cripta e reducdo da morte celular epitelial.®
Essas atividades celulares sdo controladas pela acdo das proteinas beta-
catenina, survivina e Adenomatous poliposis coli (APC) que podem atuar
inibindo ou favorecendo a apoptose. %

Alteracdes da proteina APC sdo consideradas gatilho para o surgimento
de disturbios proliferativos na mucosa célica. Mutacdes dessa proteina estao
presentes em cerca de 80% dos adenomas em fase inicial, sendo essa
mutacdo considerada como a alteracdo mais precoce na carcinogénese

120 APC, em condi¢des normais, inibe a divisdo celular.!'®' Por

colorretal.!
meio de técnica imunoistoquimica, Smith et al.'®, analisando segmentos de
célon normal, constataram predominio da expressdo dessa proteina na parte
alta da cripta, onde ocorre apoptose e ndo ha atividade mitética.

A reducédo dos niveis celulares da APC esta associada a elevacao da
concentragdo nuclear da beta-catenina, o que estimula a divisdo celular.®'®)
A beta-catenina pode ser encontrada na membrana celular, citoplasma e

nucleo. Esse estimulo proliferativo € consequéncia da acao positiva da beta-

catenina para expressao nuclear de outras proteinas fundamentais na divisao



celular como ciclina D1, gastrina, ciclo-oxigenase-2 (COX-2), matriz
metaloproteinase-7 (MMP-7) e ¢c-Myc.!'”

O ciclo celular é uma série ordenada de eventos que culminam na
divisdo celular, com duracao em média, nas células de mamiferos, de 18 a 24
horas. Essa divisdo é controlada pela regulagdao de dois eventos: a duplicacao

10.18) Para a progressao do ciclo celular sdo necessarias

do DNA e a mitose.'
enzimas quinases dependentes de ciclina, conhecidas como CDK (cyclin-
dependent kinases) que controlam esse ciclo nas transicoes de fases, tanto
de G1 (intervalo entre mitose e duplicacido do DNA) para S (sintese, é quando
ocorre a duplicagdo do DNA) como de G2 (sintese de proteinas para fase

19 Esses pontos de controle tém fungéo

seguinte) para M (mitose) (Figura 2).'
de verificar alteracdes celulares e gerar respostas para os reparos necessarios,

protegendo o organismo da proliferacdo nio programada e do cancer.®

G1 Ponto de verificagdo do inicio
O ambiente é favoravel?

Todo o DMA esta replicado?
Gz O ambiente é favoravel?

Figura 2 - Desenho esquematico mostrando dois pontos onde ocorre controle
do ciclo celular (G1-S e G2-M). Modificado de
http://ashie97.weebly.com/reassessments.html.




As ciclinas e CDKs promovem a progressao do ciclo celular, enquanto
os inbidores de CDK param esse ciclo; o balango desses dois grupos de
moléculas determina a proliferagéo e repouso celular.?? A perda de inibigdo ou
ganho de funcdo de oncogenes e reducdo ou perda de fungdo de genes
supressores tumorais pode levar a proliferagdo celular descontrolada e cancer

(Figura 3).%
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Figura 3 - Desenho esquematico mostrando ciclo celular, oncogenes (ciclinas,
CDKs e Myc) e genes supressores tumorais (RB, p53, p21, p27,
p57, p16, p17, p18, p19, receptor de TGF-B, BRCA1, BRCA2 e ATM)
(Modificado de Orford & Scadden®®).



O controle do ciclo celular envolve fatores extracelulares estimulantes e
inibitérios como fatores de crescimento e irradiagdo, respectivamente. Ocorre
interacao entre fatores extracelulares e controladores internos da proliferacdo
celular que incluem receptores de membrana e vias de sinalizagdo
intracelulares que agem sobre proteinas nucleares para o controle desse ciclo

(Figura 4)."
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Figura 4 - Desenho esquematico mostrando fatores extracelulares e controladores internos

da proliferagéo celular que atuam inibindo (dano ao DNA, p53, p21, p16 e p27)
ou estimulando (sinais de crescimento extracelular, ciclinas e CDKs) a
progressao do ciclo. (CDK: Quinase dependente de ciclina; G1/S ChK: ponto de
checagem G1/S; G2/M ChK: ponto de checagem G2/M). Modificado de
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/0/06/Regulation of cell cycle.png




Para proliferacao e diferenciacédo celular, o oncogene c-Myc codifica a

fosfoproteina p62 (proteina c-Myc).#*%

No CCR, essa proteina ativa o
complexo ciclina-CDK e normalmente atua no nucleo como um sinal para
proliferacdo celular; quantidades excessivas da p62 induzem proliferacéo
celular ndo controlada.®??¥

Células, nas quais a expressao do c-Myc é impedida, nao se dividirao,
mesmo na presenca de fatores de crescimento; por outro lado, quando a
expressdo dessa proteina é acionada, as células se dividirdo apesar da
auséncia desses fatores.

A expressao da proteina c-Myc pode ser inibida pelo interferon-y (IFN-y)
via tradutor de sinal e ativador de transcricdo Stat 1 (signal transducers and

activador of transcription).?®2°)

1.1.1 — Interferon-y
IFN-y ou interferon tipo Il € uma citocina fundamental para resposta
imune inata e adaptativa contra infecgbes bacterianas e virais intracelulares e

para o controle do cancer.®”

Diversas células secretam o IFN-y, como
linfocitos T (CD4+ e CD8+), células natural killer (NK), células B e células
profissionais apresentadoras de antigenos (APCs) (monécitos, macréfagos e

células dentriticas).®?

A produgdo do IFN-y €& controlada por citocinas
secretadas por APCs, principalmente interleucinas IL-12 e IL-18.%" Essa
producdo € inibida por IL-4, IL-10, fator transformador de crescimento
beta (TGF-B) e glicocorticoides.®” O IFN-y, quando produzido por APCs de

mondcitos, macréfagos e células dendriticas, atua localmente, sendo



importante na auto-ativacdo celular e ativagdo de células vizinhas.

Diversas atividades celulares sdo coordenadas por meio do IFN-y
(Figura 5) tais como: 1- estimulacdo de macréfagos, induzindo agdes
antimicrobianas e anti-tumorais; 2- inducdo da producdo de anticorpos
opsonizantes por células B, que faciltam a fagocitose; 3- crescimento,
maturacao e diferenciacao de varios tipos de células, inclusive estimulo para a
diferenciacao das células T CD4+ virgens ao subtipo TH1; e 4- processamento
e apresentacao de antigenos através da ativagao da expressao dos complexos

principais de histocompatibilidade (MHC | e MHC 11).%?
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Figura 5 - Desenho esquematico mostrando atividades celulares coordenadas
por meio do IFN-y: ativacdo de macréfagos; indugéo da producgéo de
anticorpos opsonizantes por células B; estimulo para a diferenciacao
de células TH1; e ativacao da expressao dos complexos principais
de histocompatibilidade. Retirado de
http://www.studyblue.com/notes/note/n/im1-07-08-t-cells/deck/1073514)




O IFN-y ativa ou nao o tradutor de sinal e ativador de transcricao Stati,
podendo desencadear sinais proliferativos ou anti-proliferativos por meio de
vias independentes e dependentes da Stat1, respectivamente (Figura 6). A
deficiéncia da Stat 1 altera a atividade biolégica do IFN-y, que por sua vez inibe
a proliferacdo em células com resposta Stat1 através da inducdo do fator
inibidor do complexo ciclina-CDK (p21) e estimula o c-Myc e ¢c-Jun (membro da
proteina quinase ativadora de mitose) em células sem resposta Stat1.%3%* No

CCR, a expressao de Stat 1 esta diminuida e de Stat 3 aumentada.®®
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Figura 6 - Desenho esquematico mostrando produtos do estimulo celular pelo
interferon-y (IFN-y) por vias independentes e dependentes da Stati.
(Modificado de Regis et al.®*)

O estimulo do IFN-y dependente da Statl promove a apoptose de
células de carcinoma colorretal por induzir a expressao de receptores de morte
celular Fas (proteina transmembrana, expressa em linfocitos T, cuja ligacao

com o seu receptor induz apoptose), e ligando Fas (FasL).®*3” O aumento da



capacidade do IFN-y para induzir apoptose no CCR estd associado a
deficiéncia do p21.®® Porém, para inibicdo da proliferacdo celular no
adenocarcinoma colorretal e carcinoma de células escamosas (CEC), esse
interferon induz o p21.(3839:404142)

A ligagéao do IFN-y com seu receptor ativa a via JAK-STAT que modula a
transcricdo de varios genes e funciona como mediador de diversas respostas
biolégicas. A fosforilacdo da Stat1 da origem ao fator gama ativado (GAF), que
transloca para o nudcleo, liga-se ao GAS (Gamma Activating Sequence) e
aumenta a ativagao e transcricdo génica através do recrutamento de varios
coativadores; entre esses, o fator de transcricdo IRF1 (interferon regulatory
factor-1) que estimula a transcricao de genes de resposta secundaria, inclusive
do gene da proteina ligadora de guanilato tipo 1 (GBP1) (Figura 7). Portanto,
a ativacao do GBP1, em resposta ao IFN-y, requer a proteina STAT1 e resulta
em reducao da proliferagdo celular por diminuir a angiogénese.“?

A ativacao das proteinas ligadoras de guanilato (GBPs) por meio do
IFN-y pode ocorrer por STAT1 com resposta imediata do estimulo e ou por
meio do receptor de sintese e transcricao IRF1 com uma resposta tardia, sendo
qgue na resposta imediata ha inducdo de apoptose de células cancerosas,
bloqueio da progressao no ciclo celular e resposta imune adequada contra o

tumor; j& na resposta tardia ocorre inducdo do gene da proteina ligadora de

guanilato tipo 2 (GBP2), que estimula a proliferacao celular.“*



IRF1 sitio de ligagdo

resposta primaria resposta secundaria

Figura 7 - Desenho esquematico mostrando ligacao do receptor de IFN-y na
superficie celular, ativacdo da via de sinalizacdo JAK-STAT,
ligacéo e ativacado do receptor JAK, acoplamento e fosforilagdo do
fator STAT1 e posterior translocacao desse fator para o nucleo
onde estimula transcricdo dos genes regulados por esse interferon,
produzindo GBP1. (Modificado de Saha et al.®¥)

1.1.2 — Proteinas ligadoras de guanilato (GBPs)

As GBPs sao induzidas por interferons tipos | (a,B) e principalmente

I (y),***") e também por interleucinas e TNF-q.*34&>"

Pertencentes a familia das GTPases, as GBPs possuem esse nome por

(51-54

sua capacidade de ligacao e clivagem de nucleotideos de guanina. ) Essas

GTPases conseguem se ligar e hidrolisar trifosfato de guanosina (GTP) em

difosfato de guanosina (GDP) e monofosfato de guanosina (GMP).®'*5%) A

proteina  GBP1 humana é encontrada predominantemente em células

endoteliais de vasos sanguineos.“?)



A atividade das GTPases depende de sua forma, pois quando ligadas
ao GTP sao ativas, e inativas quando ligadas ao GDP ou GMP.®” O nivel de
atividade varia entre as diferentes GTPases, e pode ser modulado por outros
fatores celulares, como proteinas de ativacdo de GTPase (GAPs) que
conduzem as proteinas a um estado desligado e os fatores de troca de
nucleotideos de guanina (GEFs), que ativam as GTPases por promoverem a

troca do GDP pelo GTP (Figura 8).¢7%®)

inativa

fungdes celulares

Figura 8 - Desenho esquematico mostrando as formas ativa e inativa das
GTPases (Modificado de Taylor et al.®®).

As principais funcdes das GTPases sao ativacdo de receptores de
superficie celular e sinalizacao intracelular quando atuam como comutadores
moleculares, pois quando recebem um sinal, elas passam da conformacao

inativa para a ativa, até que outro processo as desligue (Figura 9).®"9)



- AT
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anti-apoptose

ativagdo de CDK ativagao: fator transcrigio myc

Figura 9 - Desenho esquematico mostrando formas ativa e inativa da GTPase
Ras, sua atuacdo como comutador molecular na sinalizacdo
intracelular e efeitos no ciclo celular (anti-apoptose, ativacdo do myc
e ativacdo de quinase dependente de ciclina-CDK) por meio de
cascatas de ativagao (PI3K, MEK e Raf). (Modificado de Kinbara et
al.®9).

A afinidade de GBP-1 e GBP-2 humanas por GDP e GMP ¢ variavel.®
A hidrélise do GTP catalisada por GBP1 humana gera principalmente
GMP,®"8) enquanto a hidrdlise do GTP catalisada por GBP-2 produz
predominantemente GDP, embora também sejam produzidos baixos niveis de
GMP.®2

A GBP-1 e GBP-2 possuem efeitos opostos na proliferacéo



celular.®1:6364

) GBP1 inibe a proliferagdo e migracdo de células endoteliais em
resposta a citocinas inflamatérias (IL-13, fator de necrose tumoral (TNF-a) e
IFN-y).“*88% Alguns autores constataram que o aumento da expressdo de
GBP1 em pacientes com carcinoma colorretal estava associado a redugao do

43,66)

risco relativo de morte.' Em contrapartida, foi demonstrado que GBP-2 é

capaz de induzir a proliferagdo celular e a formagédo de tumores. %

No CCR, a proteina ligadora de guanilato-1 (GBP-1) atua como
supressora tumoral e a perda da expressdao dessa proteina pode indicar
evasao tumoral da resposta imune pelo IFN-y, uma vez que a GBP-1 é

457 Em pacientes com CEC esofagico, a proteina

induzida por essa citocina.'
ligadora de guanilato-2 (GBP-2), induzida pelo interferon esta associada ao

CEC desse 6rgio.®¥

1.2- Doenca de Chagas
A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado, Trypanosoma
cruzi, apresenta elevada prevaléncia e significativa morbidade na América

873 A migracdo dos paises

Latina, atingindo cerca de 12 milhdes de pessoas.
endémicos da América Latina para paises ndo endémicos na América do
Norte, Europa, Asia e Oceania é responsavel pela internacionalizacdo da

374 No Brasil, ocorre desde o Maranhio ao Rio Grande do

doenca de Chagas.
Sul, acometendo de 2 a 3 milhdes de individuos.!?
O T. cruzi pode ser transmitido por vetores, transfusdo sanguinea,

transmissdo oral de alimentos contaminados, placenta ou canal do parto,

acidentes de laboratério, gestdo de animais infectados, transplantes de érgaos



e transmissdo sexual.”® Atualmente, a forma de transmissdo oral é a mais
frequente no humano.”>”” Em 2005, no municipio de Navegantes (SC) a
transmissao do T. cruzi por meio da ingestdo de caldo de cana contaminado
por esse parasito resultou em surto agudo da doenca de Chagas, sendo
confirmados 24 casos e 3 6bitos.!®

A transmissdao da infeccdo chagasica pode ser por meio de vetores
triatomineos com liberacao das formas tripomastigotas metaciclicas junto com
fezes e urina do triatomideo; essas formas metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de inoculacdo, difundindo-se pelas vias sanguinea e
linfatica, infectando outras células, transformando-se em amastigotas
intracelulares que por sua vez se transformam em tripomastigotas, divisdo
binaria.”® Com o rompimento dessas células, essas formas tripomastigotas
entram nas correntes sanguinea e linfatica, tornando possivel a ingestao
dessas pelo vetor, no qual serdo convertidas em epimastigotas e

posteriormente se diferenciardo em tripomastigotas metaciclicas, completando

o ciclo (Figura 10).

k Inseto vetor
Epimastigotas Metaciclicos
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sanguineo mamlfnro {Délulas do mamifero)

Figura 10 - Desenho esquematico mostrando ciclo biolégico do Trypanosoma
cruzi. (Retirado de http://www.ecb.epm.br/~sschenkman/).




O protozoario penetra ativamente nas células do hospedeiro, onde se
multiplica, distendendo e rompendo as células parasitadas, liberando diversos
mediadores da inflamacgao.®” Essa primeira resposta do hospedeiro pode se
tornar extensa, dependendo da intensidade do parasitismo.

A infecgdo pelo T. cruzi ativa mecanismos do sistema imune
relacionados as imunidades inata e adquirida. A mucina é a grande
responsavel pela ativacdo da resposta inata, via ativagcdo dos receptores do
tipo toll 2 (TLR2). Na resposta humoral, anticorpos liticos atuam contra
epitopos de alfa-galactose, expressos na superficie das formas
tripomastigotas.®"

Pouco se sabia como e quais moléculas dos parasitos seriam
responsaveis pela inducao da produgdo de citocinas pro-inflamatérias pelos
macrofagos. Foi demonstrado que a porcao de glicosilfosfatildilinositol (GPI) da
mucina de formas tripomastigotas, mas nao aquelas de epimastigotas ou
metaciclicas sdo ativas na inducéao de IL-12, TNF-a e éxido nitrico (NO) por
macrofagos murinos incubados previamente com IFN-y recombinante.®? A
familia de receptores do tipo Toll (TLR) sinalizam a sintese de citocinas por
meio de uma cascata de eventos envolvendo quinases e proteinas
adaptadoras, levando a translocacdo do fator de transcricdo NF-xB para o
nucleo (Figura 11).€"

Ropert et al® demonstraram que a sintese de citocinas
proinflamatdrias induzida por GPl-mucinas envolve a ativagdo de uma cascata
de sinalizacao intracelular, composta por varias quinases (mitogen-activated

protein kinases, MAPK; ERK-1/ERK-2, SKK-1/MKK-4 e a SAPK-2/p38).
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Figura 11 - Desenho esquematico mostrando porcdo de glicosilfosfatildilinositol
(GPI) da mucina de forma tripomastigota ativando a via de
sinalizacao dependente de TLR2, que conduz a sintese de citocinas
pro inflamatorias, responsaveis pela modulacdo da resposta imune
inata do hospedeiro contra o parasito. Modificado de
http:/faculty.utep.edu/Default.aspx?tabid=23553

Na fase inicial da infeccdo experimental observa-se uma ativacao
inespecifica de macréfagos, células dendriticas (DCs) e células natural killer
(NK), seguida de uma ativacao policlonal de linfécitos T e B, além de uma
hipergamaglobulemia.® Essas ativacdes estdo relacionadas com a producéo
de IFN-y e IL-12 pelas células NK, macréfagos, e DCs; IFN-y e IL-12 atuam no
controle da replicagao intracelular do parasito através da inducao da sintese de

6xido nitrico (NO) produzido pelo macréfago.® Consequentemente, o parasito



passa a ser continuamente combatido, tendo sua multiplicacdo reduzida nos
tecidos do hospedeiro.®¢8")

Soong & Tarleton descreveram o efeito supressor da infeccdo causada
pelo T. cruzi por meio da reducdo dos niveis de interleucina 2 (IL-2) e dos
proto-oncogenes c-Myc e c-fos em bago de ratos, durante a fase aguda dessa
infeccdo.®) Nessa fase, também ocorre producio de IL-10, pelos macrofagos e
linfécitos do tipo Th2, que inibe a producdo de IL-12 e IFN-y pelos
macréfagos.®

A imunidade na doencga de Chagas depende da presenca do parasito no
hospedeiro, pois promove ativagdo de macréfagos e células NK (imunidade

celular), ativando linfécitos T e B, resultando na produgédo de imunoglobulinas

(imunidade humoral) (Figura 12).®®

(B > }&
7 'y
g?fa* B e > I’h\\
| Tl‘l0 Al
> CD4* B -
ITh(} humoral
S04 10

Célula ’ __;“ CD-#".*Th‘] f1%
Apresentadora @ : ‘o4 [ ‘cD4
de Antigeno N &,\.\. T —>( Ty

/ 7 ; Ny O @
@ cps’ (1 —>{T1 oo

me

&T y i
cogt | (& —(T

(. —(T

celular

Figura 12 - Desenho esquematico mostrando que na presenga do antigeno devido a
infeccdo pelo T. cruzi ocorre ativagdo de linfocitos T e B, responséaveis
pela imunidade celular e humoral respectivamente. Modificado de
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d6/Lymphocyte_activati
on-es.png



A atividade de macrofagos na resposta a infecgéo é fundamental, pois é
uma das principais células-alvo do parasito e exerce resisténcia a infeccao por
meio da producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a) e componentes

88999 Em associagdo ao TNF-a, o IFN-y induz a

microbicidas (6xido nitrico).’
producéo de éxido nitrico por meio da ativagdo da enzima éxido nitrico-sintase
(NOS) em macréfagos com atividade tripanomicida.®” O aumento de IFN-y e
TNF-a e a maior gravidade da cardiomiopatia chagasica estdo associados a
menor producdo de IL-17 causada pela deficiéncia dos linfécitos Th17 em
portadores da doenca de Chagas.®?

As células NK sao importantes no controle da infeccao por ser fonte de
IFN-y na fase aguda da infeccdo pelo parasito. O IFN-y produzido aumenta a
sintese de IL-12 por macroéfagos, promovendo ativacdo de células NK e
diferenciacao de células Th1 (linfocitos T auxiliares do tipo 1) especificas para
o parasito, assim como inibicdo da sintese de citocinas por linfécitos Th2.9
Portanto, células NK atuam na imunidade inata contra o T. cruzi, limitando o
crescimento parasitario e promovendo o desenvolvimento da imunidade
adquirida. 3%

Investigando a resposta imune celular contra a infeccdo por T. cruzi,
alguns autores demonstraram que a resisténcia a essa infecgdo caracteriza-se
por uma resposta do tipo Th1 mais precoce e de maior amplitude, sendo que a
evolugéo para forma crénica caracteriza-se por diminui¢do na atividade Th1 e

95.9) De acordo com Mosmann et al.®”) existem dois

aumento na atividade Th2.!
tipos de linfécitos T funcionalmente distintos conforme as citocinas produzidas:

(1) linfécitos Th1 produtores de IFN-gama e IL-2, e (2) linfécitos Th2



produtores de IL-4 e IL-5. Segundo esses autores, IFN-y é a citocina
responsavel pelo controle do parasitismo na fase aguda e também por manté-lo
em niveis muito baixos na fase crénica, sendo que sua expressao no sangue
pode nido representar sua real concentragdo no tecido inflamado.®”

Gomes et al.® verificaram producdo elevada de IFN-y em 83% de
individuos com cardiomiopatia chagasica e em 59% daqueles com forma
indeterminada.®® Além disso, outros autores mostraram correlagdo positiva
entre concentracdo elevada de IFN-y e gravidade dessa doenca cardiaca.®
Em chagasicos cronicos, a producao persistente de IFN-y e diminuigdo da IL-

10 sdo associadas com progressio da fibrose cardiaca.'%

Marinho et al.'®"

, utilizando animais deficientes em IFN-y infectados
pelo T. cruzi, observaram aumento da parasitemia, parasitismo tecidual e
mortalidade, demonstrando a importancia do IFN-y na imunidade contra T.
cruzi, uma vez que essa citocina induz varios mecanismos imuno-protetores,
incluindo: (1) ativagdo de macrofagos mediadores da atividade tripanomicida,
(2) inducgéo de expressao do complexo de histocompatilidade (MHC) classe Il e
de Toll-like receptors (TLRs), (3) polarizacdo de linfécitos T CD4+ e (4)
producédo de quimiocinas. Os linfocitos T apenas reconhecem esses antigenos
associados a complexos de histocompatibilidade (MHC) nas superficies
celulares.®

Na fase crénica da doenca de Chagas, os linfécitos T CD8+ parecem ser

100) Esses

mais importantes e estdo associados a citdlise e fibrose tecidual.'
linfécitos secretam IFN-y e liberam serglicinas, perforinas e granzimas, sendo

essas ultimas, proteases com propriedade de clivar as caspases e promoverem



32,102)

a morte apoptética da célula.’ O IFN-y pode causar morte celular

inativando proteinas e vias de sintese ou promovendo a expressao das
moléculas Fas e Fas-L."%

A historia natural da doenca de Chagas compreende as fases aguda e
cronica, que podem ser sintomaticas ou assintomaticas.®® Na fase aguda, o
quadro clinico é de infeccdo generalizada e gravidade variavel, sendo na
maioria dos casos assintomatica.!”%%

A maioria dos individuos infectados pelo T. cruzi, apresentando ou nao
fase aguda evidente, evolui para fase crénica assintomatica, caracterizada por
equilibrio parasito-hospedeiro, sem manifestacdes clinicas, denominado forma
indeterminada, podendo permanecer assintomatica por varios anos ou durante
toda a vida. (%1%

A persisténcia indefinida do parasito no hospedeiro produz atividade
prolongada do sistema imune, culminando no aparecimento de lesdes teciduais
caracteristicas da fase crénica da doenca de Chagas, cuja evolucado esta
relacionada com a permanéncia desses parasitos em o6rgaos-alvo,
desencadeando resposta imune especifica que resulta em processo
inflamatério acentuado. Essa fase é subdividida em forma indeterminada,
cardiaca, digestiva, nervosa, mista e de exacerbagao aguda.!’®%)

Em tecidos cardiaco e esofagico de pacientes com cardiopatia e ou
esbfagopatia chagasica, o DNA de T. cruzi tém sido detectado por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).'%"9 O DNA desse
parasito pode também ser encontrado no célon de pacientes com megacolon

chagasico, sendo mais frequente no segmento entre reto e sigmoide. %



Cobo et al" investigando por meio de técnica imunoistoquimica
segmentos de megacélon e megaeséfago, constataram que a frequéncia do
T. cruzi no megaeséfago foi 20% e no megacolon 4%.

A forma digestiva mais frequente da doenca de Chagas é o
megaesbfago, seguida do megacdlon. Essas manifestacées se iniciam como
incoordenagdo motora, devido ao comprometimento do sistema nervoso
autébnomo. A destruicdo neuronal observada no megaesbéfago e megacdlon
possui correlacdo positiva com a intensidade do processo inflamatério e

109,111-113

evolugcdo da doenca.! ) Estudos epidemioldgicos em &reas endémicas

do Brasil demonstraram que 7 a 11% dos pacientes crénicos possuem a forma
digestiva da doenga.'*11®

Na avaliagdo microscépica do megacédlon chagasico observa-se
infiltrado inflamatorio crénico linfoplasmocitario junto aos plexos nervosos
mioentérico (de Auerbach) e submucoso (de Meissner), associado a reducao

(113) Segundo Koberle para que exista

ou desaparecimento dos neurénios.
megaesbdfago € necessario reducao de cerca de 85% no numero de neurbnios
nesse 6rgao, enquanto no megacolon a perda neuronal deve ser no minimo
50%.!1"°)

A avaliacdo histolégica da submucosa desses 6rgaos revela edema,
espessamento e aumento da concentragdo de coldgeno; na mucosa nota-se

inflamacao crénica.''317)

1.3- Carcinogénese e Doenca de Chagas

Doentes portadores de megaesbéfago chagasico apresentam maior



propensdo ao desenvolvimento do cancer esofagico em relacdo a populacao

118-119

geral, variando os indices de 3,9 a 10%. ) Isso provavelmente ocorre

devido a dilatacao do 6rgao e, consequentemente, estase alimentar que leva a
esofagite e ou contato prolongado de carcinégenos com a mucosa. %
Pacientes com megacolon apresentam dilatacao célica e estase fecal

21 Porém,

que favorecem o surgimento de neoplasia nesse segmento.'
diversas pesquisas constataram associagcdo negativa entre megacélon
chagasico e adenocarcinoma colorretal.'?*"?° Garcia et al.'®®), estudando 894
casos de megacélon (95% chagasicos), constataram hiperplasia de mucosa
(54,8%), ulceras (12%), inflamagao crénica (28,3%) e atrofia da mucosa
(2,6%); polipos colorretais foram raros (0,4%).

Do ponto de vista histoldgico, as principais diferencas entre eséfago e
cblon estdo na mucosa, o epitélio esofagico € pavimentoso pluriestratificado

127)

enquanto o epitélio colorretal é colunar simples.! Os céanceres mais

frequentes nesses orgaos sao carcinoma espinocelular (CEC) no esbéfago e

adenocarcinoma no coélon.(128129

Vespucio et al.3?

, analisando ratos ap6s indug¢ao da desnervacao e
carcinogénese colorretal com cloreto de benzalcénio e 1,2-dimetilhidrazina
respectivamente, constataram diminuicdo da proliferagdo epitelial, da taxa de
divisdo celular e concentracdo de beta-catenina nas células da cripta, sendo o
acumulo nuclear dessa proteina relacionado a carcinogénese colorretal.

Escalante et al.'®"

, estudando ratos apds inducdo da carcinogénese
colorretal por 1,2-dimetilhidrazina (DMH), constataram que a infecgdo crénica

pelo T. cruzi assim como uso de nimesulida aumentaram a expressao das



metalotioneinas que exercem efeito protetor durante dano ao &cido

desoxiribonucléico (DNA), provavelmente reduzindo a incidéncia desse cancer.

132

Kallinikova et al.'®® descrevem a propriedade anti-cancer do T. cruzi

constatada em sarcomas, principalmente em cepas mais invasivas e em casos
de alta parasitemia. Foi constatado tropismo do parasito pelas células tumorais
quando comparado com outros tecidos, exceto o cardiaco. Para esses autores
0 mecanismo anti-cancer do T. cruzi ocorre com a penetracdo desse em

células malignas do hospedeiro, alterando o metabolismo respiratério nas

mitocéndrias.!'3

Proteases do T. cruzi (cisteina-, serino-, melalo- e treonino-) apresentam

funcdes de invasdo celular e escape do parasito do sistema imune.!"333) A

concentracao elevada desse parasito na forma amastigota esta correlacionada

com a atividade da cisteina protease, envolvida na diferenciagdo celular,

apresentando, portanto atividade anti-cancer.%14°)

Alguns autores observaram que no meio de cultura, o T. cruzi libera

146-148)

vesiculas contendo fragmentos de membrana plasmatica.' Essas

vesiculas podem induzir a producdo de citocinas pré-inflamatérias e 6xido

147)

nitrico (NO) em macréfagos e ativar a resposta imune.! Em estudo in vivo,

Chaput et al."*

verificaram que exosomos isolados de células dendriticas
contém moléculas de MHC classe | e peptideos processados com capacidade
de gerar resposta anti-tumor em linfocitos T CD8+ citotoxicos.

Diversos autores observaram que a atividade imunomoduladora do T.

(150-154

cruzi pode ser considerada efeito protetor contra o céncer. ) O parasito

apresenta reacdo cruzada com componentes de tecidos normais de



vertebrados, tendo também antigenos em comum com o plasmocitoma

155 156-158)

humano!"®® e células malignas do colo uterino.'

Cabral™ propée que em células cancerosas infectadas pelo T. cruzi
ocorra multiplicacdo deste e, posteriormente, quebra da membrana celular e
migracdo desse parasito para o espaco extracelular, onde ocorre sua morte.
Segundo o autor, os residuos desse protozoario junto com fragmentos de

células neoplasicas funcionariam como antigenos tumorais, desencadeando

assim formagéo de anticorpos.

1.4- Justificativa

Considerando que:

1- megaesbfago chagasico esta associado a maior ocorréncia do cancer
de esbdfago e que no megacodlon chagasico adenomas e adenocarcinomas sao
raros;

2- alteracdo nas concentracdes de algumas proteinas pode estar
associada tanto a carcinogénese esofagica e colorretal como ao megacélon e
megaesbdfago chagasicos;

3- na literatura ndo foram encontrados trabalhos sobre o efeito protetor
do megacélon chagasico na carcinogénese colorretal que explicassem a
inexisténcia desse efeito no megaeséfago, justifica-se o presente estudo, pois
do ponto de vista clinico, a identificacdo de proteinas associadas a
carcinogénese e aos “megas” de etiologia chagésica podera ser util no
desenvolvimento de drogas para a prevengdo e ou tratamento do cancer

colorretal. Além disso, a avaliacdo imunoistoquimica podera ser util na melhor



compreensao da carcinogénese esofagica e colorretal.

1.5- Objetivo
Estudar a associacdo entre forma digestiva da doenca de Chagas e
carcinogénese, considerando-se a influéncia das proteinas c-Myc, GBP-2,

APC, IFN-y e T. cruzi.



2- MATERIAL E METODO

2.1- Material

Foram analisadas amostras de tecidos esofagicos e intestinais de
pacientes com mucosa histologicamente normal e nos portadores de
megaesbdfago e megacélon chagasicos (megas). Megaeséfago e megacolon
foram caracterizados quando havia dilatacdo acompanhada ou nao de
alongamento do 6rgao, nao provocadas por obstru¢cdo mecéanica. O material foi
obtido no arquivo do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), SP.

Como critérios de inclusdo foram considerados a conservacao dos
blocos de parafina e, em casos de megas, positividade de pelo menos duas
das trés reagbes no sangue dos pacientes: ELISA, hemaglutinacdo passiva e
imunofluorescéncia indireta para T. cruzi Como critérios de exclusdo foram
considerados ma conservacdo dos blocos, arquivo incompleto e duvidas
diagndsticas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (Anexo 1).

2.2- Método
2.2.1- Avaliacao histopatolégica
Foram selecionados blocos de parafina contendo fragmentos de tecido
esofagico e intestinal anteriormente diagnosticados como: 1- segmentos de
esb6fago normal (n=20); 2- segmentos de megaeséfago chagasico (n=12); 3-

segmentos de célon normal (n=15) e 4- segmentos de megacdlon chagasico



(n=13). Foram obtidos dos blocos de parafina cortes histolégicos com 4 um de
espessura, montados em laminas histolégicas tratadas com silano (4%) e
coradas com hematoxilina e eosina para reavaliacao histopatologica.

Apbs essa reavaliacdo, foram excluidas amostras que nao eram
concordantes com o diagnéstico anterior ou aquelas em que o bloco de
parafina ndo apresentava bom estado de conservacéo, resultando num total de
46 amostras distribuidas da seguinte forma: 1- segmentos de es6fago normal
(n=16); 2- segmentos de megaesbdfago chagasico (n=10); 3- segmentos de

célon normal (n=10) e 4- segmentos de megacélon chagasico (n=10).

2.2.1- Avaliacao imunoistoquimica
2.2.1.1- Técnica imunoistoquimica
A técnica imunoistoquimica trata da deteccdo de uma proteina
especifica em corte histolégico por meio de reacédo antigeno-anticorpo que

(160

resulta na marcagdo dessa proteina.'®® Os anticorpos utilizados podem ser

monoclonais (especificidade alta e sensibilidade moderada evitando reagdes
cruzadas) ou policlonais (sensibilidade alta e especificidade variavel).!'®%

As pecas incluidas em parafina foram processadas e analisadas por
meio de técnica imunoistoquimica através do método da estreptavidina-biotina-
peroxidase, utilizando os anticorpos primarios anti-c-Myc, anti-GBP-2, anti-
APC, anti-IFN-y e anti-T. cruzi (Quadro 1) que consiste em nove etapas,
descritas a seguir:

1- Desparafinizacdo e hidratagdo das amostras cortadas em laminas de

microscopia previamente silanizadas: Secgdes de 4 um de espessura foram



obtidas com o auxilio de microtomo (Leica, RM 2125 RT, Alemanha). Os cortes
foram colocados em laminas pré-tratadas com 10% de poli-L-lisina (Sigma,
Estados Unidos) e levados a estufa a 60 °C por 1 hora. Em seguida, esses
cortes foram desparafinizados por incubacdo em xileno 2 vezes durante 10
minutos cada vez, seguido da re-hidratagdo por meio de 5 banhos em etanol a
100% e 96%. Apds isso, foram lavados uma vez em agua destilada e uma vez
em PBS (tampao de lavagem que contém cloreto de sodio, fosfato de sddio
dibasico e fosfato de sédio monobasico);

2- Recuperacao antigénica: Depois de reidratadas, as amostras foram
submetidas a um processo de recuperagao antigénica, no qual mudancas de
pressao, temperatura e pH quebraram a maioria das ligacdes cruzadas;

3- Bloqueio da peroxidase enddgena: Apds a recuperacao dos sitios
antigénicos, foi realizado bloqueio da peroxidase enddégena com H>O. a 3%. As
laminas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,6 ap6s 20 minutos de
incubagéo;

4- Incubacdo de anticorpo primario: Os cortes foram incubados por 1
hora com os anticorpos primarios diluidos em solugédo diluente (Dako, EUA),
seguido de trés lavagens em PBS;

5- Incubacao do anticorpo secundario biotinilado: Apo6s incubagdo com
anticorpo primario, os cortes foram incubados com o sistema estreptavidina-
biotina-peroxidase (Dako LSAB2 System, Peroxidase, EUA);

6- Incubacado de estreptavidina-biotina-peroxidase: Ap6s a incubacao
das amostras com anticorpos, foi aplicada a solucao de estreptavidina-biotina-

peroxidase, um complexo protéico que se liga fortemente as moléculas de



biotina associadas ao anticorpo secundario;

7- Incubacdo ou adicdo de substrato DAB: Ap6és 30 minutos de
incubacao, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em uma solucao
com diaminobenzidina liquida (Dako Liquid DAB Substrate Chromogen System,
EUA). Assim, o cromégeno (DAB) foi aplicado e reagiu com a peroxidase
associada a estreptavidina, emitindo coloracéo;

8- Contra-coloracdo: Apo6s lavagem em PBS por 3 vezes, as laminas
foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 15 segundos para que as
estruturas ndo marcadas possam também ser vistas ao microscopio;

9- Desidratacao e clarificacdo das amostras com montagem das
laminas: Apds contra-coloracdo, as laminas foram lavadas em 3 banhos de
agua morna, seguido de desidratacado em concentracdes crescentes de etanol
(50%, 96% e puro) por 5 banhos em cada diluicdo. Em seguida, foi retirado
alcool em bateria de xilol de concentracdo crescente. Concluindo, os cortes

foram cobertos com laminulas para conservacao da amostra.



Quadro 1 - Especificidade, fabricante, diluicdo, clone, tipo e marcacao dos

anticorpos primarios utilizados neste estudo.

Especificidade Fabricante Diluicao  Clone Tipo Marcacgéao
c-Myc Imuny 1:500 - policlonal  citoplasmética
GBP-2 Imuny 1:200 - policlonal  citoplasmética

APC Imuny 1:150 - policlonal  citoplasmatica

IFN-y Imuny 1:100 A2B7  monoclonal citoplasmatica

T. cruzi Laboratorio 1:100 39 monoclonal citoplasmética
de pesquisa

2.2.1.2- Analise imunoistoquimica

A analise da imuno-expressao das proteinas nos érgaos estudados foi
feita por meio de microscopia de luz. Foi testada imunorreatividade das
proteinas por meio dos anticorpos anti-c-Myc, anti-GBP-2, anti-APC, anti-IFN-y
e anti-T cruzi em fragmentos de mucosa de: 1-megaes6fago, 2- esbdfago
normal, 3- megacolon e 4- colon normal.

Na avaliacdo da expressdo dessas proteinas, foram considerados 4
campos de maior aumento. Para andlise da localizacdo da expressao proteica
no epitélio de cada érgao estudado considerou-se predominio no apice, base

ou em forma difusa, exceto para proteina T. cruzi. A partir de adaptacao das
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metodologias descritas por Franchi et al."®" e Iwamoto et al."®?| foi realizada

analise imunoistoquimica semi-quantitativa por dois observadores, com




subsequente classificacdo em: negativo (< 10% de estruturas marcadas),
positivo + (10 a 50% de estruturas marcadas) e positivo ++ (> 50% de
estruturas marcadas). Para as proteinas IFN-y e T. cruzi foram também
considerados positivos os valores diferentes de 0 e negativos os demais, ndo

sendo analisada a localizacao da expressao dessas proteinas.

2.3- Analise Estatistica

Foram utilizados calculos de estatistica descritiva para variaveis
continuas (média, mediana, desvio-padrao, minimo e maximo) e frequéncia
relativa e absoluta para variaveis categoricas. A diferenca de idade entre os
grupos com megacélon e célon normal ou megaeséfago e eséfago normal foi
comparada por meio do teste t de Student. Foi verificada associacao da
expressdao de proteinas entre esbéfago normal, coélon normal, megacélon
chagasico e megaesdfago chagasico utilizando-se testes exato de Fisher e qui-
quadrado de Pearson. O nivel de significancia adotado foi P < 0,05. A analise
dos dados foi feita com o pacote estatistico PASW (IBM-SPSS, Chicago,

lllinois, EUA) for Windows versao 18.



3- RESULTADOS

Os resultados serao apresentados considerando-se dados demograficos
(sexo e idade) e analise imunoistoquimica em fragmentos de tecidos esoféagico
e colico de 46 pacientes distribuidos em quatro grupos: 1- segmentos de
megaesbdfago chagasico (n=10); 2- segmentos de megacdélon chagasico
(n=10); 3- segmentos de esbfago normal (n=16) e 4- segmentos de cblon
normal (n=10) (Apéndice 1).

Em todos os segmentos foram utilizados os seguintes anticorpos; anti-c-
Myc, anti-GBP-2, anti-APC, anti-IFN-y e anti-T. cruzi, totalizando 230 laminas

(Quadros 2 a 5).

3.1- Analise Geral
Os resultados para cada grupo de segmentos encontram-se nas
Quadros 2 a 5. A estatistica descritiva para faixa etaria esta expressa na

Tabela 1.

3.1.1- Megaesoéfago chagasico
Em pacientes com megaes6fago chagasico, o sexo masculino
representou 60% e a idade variou de 48 a 77 anos (66,1 £ 8,2 anos).
Analisando o0 resultado da analise imunoistoquimica do epitélio
esofagico, observa-se que pacientes com megaeséfago chagasico (n = 10)

apresentaram 90% de positividade para o anticorpo anti-APC, sendo que em



77,7% dos casos positivos a porcentagem de estruturas marcadas foi 10 a
50%.

Com relacdo a expressdo do anti-c-Myc, todos os pacientes foram
positivos, sendo que em 80% dos casos, esta ocorreu de forma difusa com
mais de 50% de estruturas marcadas na amostra.

Utilizando o anticorpo anti-GBP-2 constatou-se 100% de positividade,
tendo em 70% dos casos mais de 50% de estruturas marcadas e o restante
entre 10 e 50%. Quanto a localizacao da expressao, em 80% a forma foi difusa
e 20% no apice.

A analise do anticorpo anti-IFN-y mostrou apenas 30% de positividade
considerando-se positivo aqueles casos com expressdo maior que 10%.
Quando todos os valores maiores que zero foram considerados positivos,
verificou-se 40% de positividade.

O resultado da expressao proteica obtida por meio do anticorpo anti T.
cruzi mostrou positividade em 50% dos casos. O Quadro 2 sintetiza os

resultados da andlise de todos os anticorpos no megaeso6fago.



Quadro 2 - Resultado da andlise imunoistoquimica de epitélio esofagico de
pacientes com megaes6fago chagasico com os anticorpos anti-
APC, anti-c-Myc, anti-GBP-2, anti-IFN-y e anti-T cruzi.

N Idade Sexo APC c¢-Myc GBP-2 |IFN-y IFN-y T.cruzi
1 64 M 2 7 7 1 N P

2 68 M 4 7 4 1 N N

3 77 F 1 7 4 1 N P

4 62 M 7 7 4 1 N P

5 48 F 4 6 6 1 P N

6 62 M 2 7 7 1 N N

7 73 M 7 6 7 4 P P

8 69 M 4 7 7 1 N N

9 74 F 2 7 7 4 P N
10 64 F 2 7 6 4 P P
1-negativo < 10% 5- positivo > 50% base P-positivo

2- positivo 10 a 50% base 6- positivo > 50% épice N-negativo
3- positivo 10 a 50% apice 7- positivo > 50% difuso M- masculino

4- positivo 10 a 50% difuso interferon: todos positivos sédo difusos F- feminino



3.1.2- Megacolon chagasico

Dos 10 pacientes com megacélon chagasico, 40% sao do sexo
masculino e 60% do feminino. A idade variou de 42 a 90 anos (68,0 + 13,8
anos).

Analisando o resultado da analise imunoistoquimica do epitélio cdlico,
observa-se que pacientes com megacolon chagasico (n = 10) apresentaram
50% de positividade para o anticorpo anti-APC, sendo que em 60% desses, 0
predominio da expressao dessa proteina foi observado no apice.

Com relagcdo ao anticorpo anti-c-Myc, todos os pacientes foram
positivos, sendo que em apenas 10% dos casos a expressao predominou no
apice do epitélio.

Utilizando o anticorpo anti-GBP-2 constatou-se 60% de negatividade,
sendo que na metade dos casos positivos a expressdo dessa proteina foi
observada entre 10 e 50% do tecido analisado.

A analise do anticorpo anti-IFN-y mostrou apenas 10% de positividade
considerando-se positivo aqueles casos com expressdo maior que 10%.
Quando todos os valores diferentes de 0 foram considerados positivos,
verificou-se 90% de positividade.

O resultado da expressao proteica obtida por meio do anticorpo anti T.

cruzi foi negativo em todos os casos. Os dados estao resumidos no Quadro 3.



Quadro 3 - Resultado da andlise imunoistoquimica de epitélio célico de
pacientes com megacolon chagasico.

N ldade Sexo APC C-Myc GBP-2 IFN-y IFN-y T.cruzi
11 71 F 2 7 2 1 N N
12 83 M 3 7 7 1 P N
13 42 M 1 7 5 1 P N
14 70 F 1 3 1 4 P N
15 54 F 1 7 1 1 P N
16 69 M 3 7 4 1 P N
17 90 F 3 7 1 1 P N
18 64 F 1 7 1 1 P N
19 76 F 4 4 1 1 P N
20 61 M 1 7 1 1 P N

1 - negativo < 10% 5- positivo > 50% base P-positivo

2- positivo 10 a 50% base 6- positivo > 50% apice N-negativo

3- positivo 10 a 50% apice 7- positivo > 50% difuso M- masculino

4- positivo 10 a 50% difuso interferon: todos positivos sé@o difusos  F- feminino



3.1.3- Es6fago normal

Dos 16 pacientes com eséfago normal, 81,2% sao do sexo masculino e
18,8% do feminino. A idade variou de 14 a 59 anos (39,7 £ 13,2 anos).

Analisando o0 resultado da analise imunoistoquimica do epitélio
esofagico, observa-se que pacientes com es6fago normal (n = 16)
apresentaram 87,5% de positividade para o anticorpo anti-APC, sendo que em
50% dos casos positivos a expressado ocorreu na base, o restante ocorreu de
forma difusa em cada amostra analisada.

Com relacao ao anticorpo anti-C-Myc, todos os pacientes foram positivos
em mais de 50% do epitélio, sendo que em 56,3% dos casos o predominio da
expressao ocorreu de forma difusa e o restante predominou no apice.

Utilizando o anticorpo anti-GBP-2 constatou-se 31,3% de positividade,
sendo que em 60% desses casos, observou-se positividade entre 10 e 50%.
Quanto a localizacao da expressao, em 80% a forma foi difusa e 20% no apice.

A analise do anticorpo anti-IFN-y mostrou apenas 43,8% de positividade
considerando-se positivo aqueles casos com expressdo maior que 10%.
Quando todos os valores diferentes de 0 foram considerados positivos,
verificou-se 62,5% de positividade.

O resultado da expressao proteica obtida por meio do anticorpo anti T.
cruzi mostrou positividade em 12,5% dos casos. Os dados encontram-se no

Quadro 4.



Quadro 4 - Resultado da analise imunoistoquimica de epitélio esofagico de

pacientes com esbéfago normal.

N Idade Sexo APC C-Myc GBP-2 IFN-y IFN-y T.cruzi
21 46 F 7 6 7 1 P N
22 46 M 7 6 4 1 P N
23 54 F 2 7 1 4 P N
24 14 F 2 7 4 4 P P
25 59 F 7 7 1 1 P N
26 33 F 7 7 1 7 P N
27 48 F 2 6 1 1 N N
28 38 F 4 7 1 1 N N
29 19 M 2 7 1 7 P N
30 45 F 1 7 7 1 N N
31 47 F 2 7 1 1 N N
32 59 F 1 6 1 1 N N
33 35 F 7 6 3 4 P N
34 30 F 4 6 1 1 N N
35 34 F 2 7 1 4 P P
36 28 M 2 6 1 7 P N

1 - negativo < 10% 5- positivo > 50% base P-positivo

2- positivo 10 a 50% base 6- positivo > 50% &pice N-negativo

3- positivo 10 a 50% apice 7- positivo > 50% difuso M- masculino

4- positivo 10 a 50% difuso interferon: todos positivos séo difusos  F- feminino



3.1.4- Célon normal

Dos 10 pacientes com coélon normal, 100% sao do sexo feminino. A
idade variou de 25 a 50 anos (43,0 £ 7,7 anos).

Analisando o resultado da analise imunoistoquimica do epitélio codlico,
observa-se que pacientes com colon normal (n = 10) apresentaram 20% de
positividade para o anticorpo anti-APC, sendo que em 50% desses, 0
predominio da expressao dessa proteina foi observado no apice e restante de
forma difusa.

Com relagcdo ao anticorpo anti-c-Myc, todos os pacientes foram
positivos, sendo que em 70% a expressao ocorreu em mais de 50% do epitélio.
Quanto a localizacdo no epitélio, a expressao dessa proteina predominou no
apice em 50% dos casos.

Utilizando o anticorpo anti-GBP-2 constatou-se 100% de negatividade.

A andlise do anticorpo anti-IFN-y mostrou apenas 20% de positividade
considerando-se positivo aqueles casos com expressdo maior que 10%.
Quando todos os valores diferentes de 0 foram considerados positivos,
verificou-se 30% de positividade.

O resultado da expressao proteica obtida por meio do anticorpo anti T.

cruzi foi negativo em todos os casos. Os dados estao expressos no Quadro 5.



Quadro 5 - Resultado da andlise imunoistoquimica de epitélio célico de

pacientes com célon normal.

N Idade Sexo APC C-Myc GBP-2 [IFN-y [IFN-y T.cruzi
37 36 F 1 6 1 1 N N
38 42 F 7 6 1 4 P N
39 41 F 1 3 1 1 P N
40 45 F 1 7 1 7 P N
41 46 F 1 3 1 1 N N
42 25 F 3 7 1 1 N N
43 50 F 1 3 1 1 N N
44 50 F 1 7 1 1 N N
45 47 F 1 7 1 1 N N
46 48 F 1 7 1 1 N N
1 - negativo < 10% 5- positivo > 50% base P-positivo
2- positivo 10 a 50% base 6- positivo > 50% &pice N-negativo
3- positivo 10 a 50% apice 7- positivo > 50% difuso M-masculino

4- positivo 10 a 50% difuso

interferon: todos positivos séo difusos

F- feminino

A média de idade dos pacientes com megaesdfago chagasico,

megacolon chagasico, es6fago normal e célon normal variou de 39,7 (eséfago

normal) a 68 anos (megacdlon chagasico) (Tabela 1).



Tabela 1 - Estatistica descritiva da faixa etaria (anos) de pacientes com
megaesdfago chagasico (ME), megacoélon chagéasico (MC),
es6fago normal (EN) e c6lon normal (CN).

Orgéo Média DP Mediana Min Max
ME 66,1 8,2 66,0 48 77
MC 68,0 13,8 69,5 42 90
EN 39,7 13,2 41,5 14 59
CN 43,0 7,7 45,5 25 50

DP = desvio padrdo; Min = minimo; Max = maximo

3.2- Analise de Associacao
3.2.1- Faixa etaria x érgaos
Com relagao a faixa etaria de pacientes com megaeséfago chagasico e
es6fago normal (Figura 13), houve diferenca estatisticamente significativa
(P < 0,001), tendo os portadores de megaeséfago chagasico maior idade

(Tabela 2).
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Figura 13 - Gréafico mostrando intervalo de confianga de 95% da faixa etéaria
(anos) em pacientes com megaes6fago chagasico (ME) e es6fago

normal (EN).

Tabela 2 - Comparacdo da média de idade (anos) entre pacientes com

megaesobdfago chagasico (ME) e eséfago normal (EN).

Orgdo Média DP P
ME 66,1 8,2 < 0,001
EN 39,7 13,2

DP = desvio padrao; teste t de Student



Quanto a faixa etaria de pacientes com megacélon chagasico e célon

normal (Figura 14), houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001),

tendo os portadores de megacélon chagasico maior idade.
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Figura 14 - Grafico mostrando intervalo de confiangca de 95%
(anos) em pacientes com megacoélon chagasico
normal (CN).

da faixa etaria
(MC) e célon

Tabela 3 - Comparacdo da média de idade (anos) entre pacientes com

megacolon chagasico (MC) e célon normal (CN).

Orgao Média DP P
MC 68,0 13,8 < 0,001
CN 43,0 7,7

DP = desvio padrao; teste t de Student



3.2.2- Proteinas x 6rgaos x localizacao da expressao proteica no

epitélio

Considerando todos os érgaos estudados, constatou-se positividade da
expressdo das proteinas APC, c-Myc, GBP-2, IFN-y e T.cruzi em,
respectivamente, 65,2%, 100%, 41,3%, 56,52% e 15,22% desses. As Tabelas
4 a 9 sintetizam esses resultados.

Houve positividade da expressdo da proteina APC em 90%, 87,5%,
50%, e 20% dos casos de megaeséfago chagasico (ME), eséfago normal (EN),
megacolon chagasico (MC) e célon normal (CN) respectivamente (Tabela 4).
Na proteina c-Myc todos os casos foram positivos (Tabela 5). Ocorreu
positividade da proteina GBP-2 em 100%, 31,2%, 40%, e 0% dos casos de ME,
EN, MC e CN, respectivamente (Tabela 6). Constatou-se expressao do IFN-y,
em 40%, 62,5%, 90%, e 30% dos casos de ME, EN, MC e CN,
respectivamente (Tabela 7). A proteina T.cruzi foi positiva em 50% e 12,5%,
dos casos de ME e EN, respectivamente, e foi negativa nas amostras de MC e
CN (Tabela 8).

Observou-se que para a proteina GBP-2 a porcentagem de estruturas
marcadas superior a 50% ocorreu em 70%, 12,5%, 20% e 0% dos casos de
ME, EN, MC e CN respectivamente.

Quanto a localizacdo, em 30,4% das amostras positivas para APC,
65,2% para c-Myc e 30,4% para GBP-2 a expressao predominou na forma
difusa. Considerando os casos de MC e CN que apresentaram positividade
para APC, houve predominio da expressao no apice em 60% e 50% desses,

respectivamente.



Tabela 4 - Distribuicdo da frequéncia de expressao da proteina APC em todos
0s Orgaos estudados conforme sua localizagdo no epitélio e

porcentagem de estruturas marcadas.

Orgdgo N<10% P 10-50% P 10-50% P 10-50% P>50% P>50% P>50%

base apice difuso  base  apice difuso
ME 1(10) 4 (40) 0 (0) 3(30) 00 0(0)  2(20)
EN 2(12,5) 7 (43,8) 0 (0) 2(125) 0(0) 0(0) 5(31,2)
MC 5 (50) 1(10) 3 (30) 1(10) 0(0)  0(0) 0 (0)

CN 8 (80) 0 (0) 1(10) 0 (0) 0(0) 0()  1(10)

ME = megaesbfago chagasico; EN = es6fago normal; MC = megacélon chagasico;
CN = col6én normal; N = negatividade; P = positividade
valores entre parénteses correspondem a porcentagem

Tabela 5 - Distribuicdo da frequéncia de expressao da proteina c-Myc em todos
os oOrgaos estudados conforme sua localizacdo no epitélio e
porcentagem de estruturas marcadas.

Orgdgo N<10% P10-50% P10-50% P10-50% P>50% P>50% P>50%

base apice difuso  base  4pice  difuso
ME 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 2(20) 8(80)
EN 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 7(438) 9(562)
MC 0 (0) 0 (0) 1(10) 1(10) 0(0)  0(0)  8(80)
CN 0 (0) 0 (0) 3 (30) 0 (0) 0(0) 2(20) 5(50)

ME = megaes6fago chagésico; EN = eséfago normal; MC = megacdélon chagésico;
CN = colén normal; N = negatividade; P = positividade
valores entre parénteses correspondem a porcentagem



Tabela 6 - Distribuicdo da frequéncia de expressao da proteina GBP-2 em
todos os 6rgaos estudados conforme sua localizacao no epitélio e

porcentagem de estruturas marcadas.

Orgdgo N<10% P10-50% P10-50% P10-50% P>50% P>50% P>50%

base apice difuso  base  dapice difuso
ME 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3(30) 0(0) 2(20)  5(50)
EN 11 (68,8) 0 (0) 16,2 2(125) 0(0) 0(0) 2(125)
MC 6 (60) 1(10) 0 (0) 1(10)  1(10)  0(0) 1(10)
CN 10 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)  0(0) 0 (0)

ME = megaesbfago chagasico; EN = es6fago normal; MC = megacélon chagasico;
CN = colén normal; N = negatividade; P = positividade
valores entre parénteses correspondem a porcentagem

Tabela 7 - Distribuicdo da frequéncia de expressao da proteina IFN-y em todos
os Orgaos estudados conforme sua localizacdo no epitélio e

porcentagem de estruturas marcadas.

Orgdfo N<10% P10-50% P10-50% P10-50% P>50% P>50% P>50%

base apice difuso  base  apice  difuso
ME 7 (70) 0 (0) 0 (0) 3(30) 0() 0()  0(0)
EN 9 (56,2) 0 (0) 0 (0) 425 0(0) 0(0) 3(1898)
MC 9 (90) 0 (0) 0 (0) 1(10) 00 0(0)  0(0)
CN 8 (80) 0 (0) 0 (0) 1(10)  0()  0(0)  1(10)

ME = megaesbfago chagasico; EN = es6fago normal; MC = megacélon chagasico;
CN = colén normal; N = negatividade; P = positividade
valores entre parénteses correspondem a porcentagem



Tabela 8 - Distribuicdo da frequéncia de expressao da proteina IFN-y em todos
os 6rgaos estudados considerando negativos casos com auséncia

de expressao dessa proteina.

Orgdo N P
ME 6 (60) 4 (40)
EN 6 (37,5) 10 (62,5)
MC 1(10) 9 (90)
CN 7 (70) 3 (30)

ME = megaes6fago chagésico; EN = eséfago normal;
MC = megacélon chagasico; CN = colén normal;

N = negativo; P = positivo

valores entre parénteses correspondem a porcentagem

Tabela 9 - Distribuicdo da frequéncia de expressdao da proteina T.cruzi em
todos os érgaos estudados considerando negativos casos com
auséncia de expressao dessa proteina.

Orgao N P
ME 5 (50) 5 (50)
EN 14 (87,5) 2 (12,5)
MC 10 (100) 0(0)
CN 10 (100) 0(0)

ME = megaeséfago chagasico; EN = eséfago normal;
MC = megacélon chagasico; CN = col6n normal;

N = negativo; P = positivo

valores entre parénteses correspondem a porcentagem



Analisando a expressao da proteina APC no megacdlon chagasico
(Figura 15) e colon normal, constatou-se maior positividade no megacdélon
chagasico (50%) em relagdo ao célon normal (20%). Porém, ndo houve

diferenga significativa (P = 0,35).

\

Figura 15 - Expressdo da proteina APC em 10 a 50% do epitélio com

predominio em apice, marcagao citoplasmatica da mucosa de
megacolon chagéasico (seta branca) (Anticorpo anti-APC, A:100X

e B:400X) (Paciente n°16, 69 anos, sexo masculino).



A expressdao da proteina c-Myc em todos os O6rgaos estudados
apresentou 100% de positividade. Entre megacélon chagasico e c6lon normal
(Figuras 16 e 17) nado houve diferenga significativa na proporgédo de
positividade da expressdo dessa proteina (P = 1,00). Quanto a localizagédo no
epitélio, houve predominio no apice em 10% dos megacoélons chagasicos e em

50% dos colons normais (P = 0,141).

Figura 16 - Expressao da proteina c-Myc em mais de 50% do epitélio na forma

difusa, marcacdo citoplasmatica da mucosa de megacédlon
chagasico (seta branca) (Anticorpo anti-c-Myc, A:100X e B:400X)
(Paciente n°12, 83 anos, sexo masculino).



Figura 17 - Expressao da proteina c-Myc em mais de 50% do epitélio com
predominio em apice, marcagao citoplasmatica da mucosa do
célon normal (seta branca) (Anticorpo c-Myc, A:100X e B:400X)
(Paciente n° 38, 42 anos, sexo feminino).

O resultado da expressao da proteina GBP-2 mostrou estatisticamente
maior positividade no megaeséfago chagasico (100%) quando comparado com
megacdlon chagasico (40%) (P = 0,011). Comparando megaes6fago chagasico
com esbfago normal (Figuras 18 e 19) houve diferenga significativa (P = 0,001),
tendo 100% de positividade no megaeséfago e 31,2% no esbéfago normal. A
diferenga na expressao dessa proteina no megacélon chagasico (Figura 20) e
célon normal nao foi significativa (P = 0,087), havendo tendéncia para maior

positividade no megacélon (40%) em relagdo ao colon normal (0,0%).



Figura 18 - Expressédo da proteina GBP-2 em mais de 50% do epitélio com
predominio em dapice, marcacdo citoplasmatica da mucosa do

megaeso6fago chagasico (seta branca) (Anticorpo anti-GBP-2,
A:100X e B:400X) (Paciente n°19, 76 anos, sexo feminino).

B

Figura 19 - Expresséo da proteina GBP-2 em 10 a 50% do epitélio na forma
difusa, marcacao citoplasmatica da mucosa de eséfago normal

(seta branca) (Anticorpo anti-GBP-2, A:100X e B:400X) (Paciente
n°22, 46 anos, sexo masculino).



B

Figura 20 - Expressao da proteina GBP-2 em menos de 10% do epitélio,

marcagao citoplasmatica da mucosa de megacdlon chagasico
(seta branca) (Anticorpo anti-GBP-2, A:100 e B:400X) (Paciente

n°19, 76 anos, sexo feminino).

A analise da expressao do IFN-y no megacélon chagasico (Figuras 21 e
22) e colon normal (Figura 23) considerando-se positivo aqueles casos com
expressdo maior que 10% mostrou maior positividade no célon normal (20%)
quando comparado ao megacolon chagasico (10%). Quando todos os valores
maiores que zero foram considerados positivos, verificou-se maior positividade
no megacélon chagasico (90%) em relagdo ao célon normal (30%), sendo a

diferenga significativa (P = 0,02).



Figura 21 - Expressédo da proteina IFN-y em 10 a 50% do epitélio na forma
difusa, marcacao citoplasmatica da mucosa de megacélon
chagasico (seta branca) (Anticorpo anti-IFN-y, 400X) (Paciente
n°14, 70 anos, sexo feminino).

Figura 22 - Expressdo da proteina IFN-y em menos de 10% do epitélio,
marcacao citoplasmatica da mucosa do megacolon chagasico
(seta branca) (Anticorpo anti-IFN-y, A:100X e B:400X) (Paciente
n°19, 76 anos, sexo feminino).



Figura 23 - Auséncia de expressao da proteina IFN-y no epitélio de célon
normal (Anticorpo anti-IFN-y, A:100 e B:400X) (Paciente n°41, 46

anos, sexo feminino).

A expressao da proteina IFN-y no megaeséfago chagasico e megacolon
chagasico considerando-se positivos todos os valores maiores que zero,
apresentou maior positividade no megacolon (90%) em relacdo ao
megaesbéfago (40%), havendo tendéncia para diferenca significativa
(P=0,057).

Na comparagédo entre megaesédfago chagasico e esd6fago normal como
podemos observar na Figura 24, considerando-se positivos todos os valores
maiores que zero, ndo houve diferenca significativa na expressao da proteina
IFN-y (P = 0,422), havendo maior positividade no eséfago normal (62,5%) em
relacdo ao megaesdfago (40%).

Comparando a expressdao da proteina IFN-y entre megacdlon-

megaeso6fago e célon normal-eséfago normal considerando-se positivos todos



os valores diferentes de 0, ndo houve diferenga significativa (P = 0,377), tendo
65% de positividade no megacélon-megaesdfago e 50% no coélon-normal-

es6fago normal.

Figura 24 - Auséncia da expressdo da proteina IFN-y na mucosa do
megaesbdfago chagasico (Anticorpo anti-IFN-y, A:100 e B:400X)
(Paciente n° 68, 46 anos, sexo masculino).

A expressao da proteina T. cruzi apresentou 100% de negatividade no
megacodlon chagasico e coélon normal. Na comparagdo entre megaeséfago
chagasico e esbéfago normal, a positividade foi maior no megaeséfago (50%)
em relacdo ao esb6fago normal (12,5%), havendo tendéncia para diferenca
significativa (P = 0,069). Entre megaesbéfago chagasico (Figuras 25 e 26) e
megacdlon chagasico a positividade foi estatisticamente maior no megaeséfago

(50%) quando comparado ao megacélon (0,0%) (P = 0,033).



Comparando a expressdo da proteina T. cruzi entre megacolon-
megaeso6fago e colon normal-eséfago normal, a positividade no megacolon-

megaeso6fago foi 25% e no coélon-normal-es6fago normal 7,7%, ndo havendo

diferenga significativa (P = 0,213).

Figura 25 - Expressédo da proteina T. cruzi em mais de 50% do epitélio na

forma difusa, marcacdo citoplasmatica da mucosa de

megaesOfago chagésico (seta branca) (Anticorpo anti-T. cruzi,
A:100X e B:400X) (Paciente n°10, 64 anos, sexo feminino).



Figura 26 - Auséncia de expressdao da proteina T. cruzi na mucosa do
megaesbdfago chagasico (Anticorpo anti-T. cruzi, A:100X e

B:400X) ( Paciente n°9, 74 anos, sexo feminino).

3.2.3- Associacao entre expressao de proteinas

c-Myc e IFN-y

Analisando todos os 6rgaos estudados (n = 46), houve 100% de
positividade para proteina c-Myc e 28,3% para IFN-y, considerando-se
positivos todos os valores maiores que zero para essa proteina.

A expressao da proteina c-Myc de 10-50% ocorreu em 10,9% dos casos,
sendo que a positividade do IFN-y ocorreu em 20% desses. Quando a
expressao de c-Myc considerada foi > 50%, isso representou 89,1% dos casos,
o IFN-y foi positivo em 29,3% desses. Nao houve associagao significativa entre

intensidade da expressao do c-Myc e a positividade do IFN-y (P = 1,000).

c-Myc e APC

No célon normal houve 100% de positividade para proteina c-Myc e 20%



para APC. No megacélon chagasico a positividade foi 100% para c-Myc e 50%

para APC.

GBP-2 e IFN-y

Considerando todos os 6rgaos analisados (n = 46), houve 41,3% de
positividade para proteina GBP-2 e 28,3% para IFN-y, considerando-se
positivos todos os valores diferentes de 0 para essa proteina.

De todos os casos GBP-2 positivos, apenas 28,3% deles apresentam
IFN-y positivos. De todos os casos IFN-y positivos, apenas 38,5% deles

apresentam GBP-2 positivos.



4- DISCUSSAO

Houve associacao significativa entre a maior frequéncia de expressao da
proteina GBP2 no megaes6fago chagasico quando comparado ao megacolon
chagasico e esbdfago normal. Segmentos de megacélon chagasico de
individuos mais idosos apresentaram maior frequéncia da expressao da
proteina APC em relagcdo a segmentos de co6lon normal de individuos mais
jovens. Houve associacao significativa entre a maior frequéncia de expressao
da proteina IFN-y no megacélon chagasico comparado ao coélon normal e
megaesobfago. A proteina T. cruzi apresentou maior frequéncia de expressao
no megaes6fago chagasico do que no megacodlon chagasico. A maior
frequéncia de expressao das proteinas GBP2 no megaeséfago chagasico e
IFN-y no megacolon chagasico pode explicar o aumento da incidéncia de
carcinoma espinocelular em portadores de megaes6fago chagasico
considerando o efeito protetor do megacélon chagasico contra o
adenocarcinoma colorretal.

A proteina c-Myc em quantidades excessivas induz proliferagdo celular

(2224) A expressdo dessa

nao controlada favorecendo o surgimento do cancer.
proteina em todos os 6rgdos estudados apresentou 100% de positividade. E
importante ressaltar que houve predominio da proporcdo de positividade
imunohistoquimica > 50% em todos os casos de megaeséfago e em 80% dos
casos de megacolon. Quanto a localizacdo dessa expressdo, nos megas a

forma difusa foi constatada em 80% dos casos enquanto no esbéfago e célon

normais em 56,2% e 50%, respectivamente. Nao ocorreu expressao de c-Myc



na base do epitélio dos 6rgaos analisados, o que também foi constatado em

163

colons normais por Jones et al."®®. O predominio de c-Myc em pacientes com

megaesbdfago chagasico sugere seu envolvimento no mecanismo que explique

118-120)

a maior ocorréncia de cancer nesse 6rgao,' considerando a ocorréncia

rara dessa doenca no megacolon.('2®)

No megaesbdfago a expressao da proteina c-Myc apresentou 100% de
positividade enquanto a proteina T. cruzi mostrou positividade em 50% dos
casos, nao ocorrendo inibicdo do c-Myc pelo T. cruzi Esperava-se menor
expressao da proteina c-Myc nos casos de positividade para o T. cruzi, pois na
literatura constata-se reducao dos niveis de c-Myc em ratos infectados pelo T.
cruzi.®®

Analisando todos os 6rgaos estudados (n = 46), houve 100% de
positividade para proteina c-Myc e 28,3% para IFN-y. Nao ocorreu associagao
entre essas proteinas. Porém, segundo alguns autores a proteina c-Myc pode
ser inibida pelo IFN-y.#2")

A proteina GBP-2 foi positiva em 40% dos pacientes com megacolon
chagasico, 31,3% dos pacientes com eséfago normal e 100% dos portadores
de megaes6fago chagasico.

Doentes portadores de megaeséfago chagasico apresentam maior
propensdo ao desenvolvimento do cancer esofagico em relacdo a populacao

118119) |sso provavelmente ocorre

geral, variando os indices de 3,9 a 10%.!
devido a dilatacdo do 6rgao e, consequentemente, estase alimentar que leva a
esofagite e ou contato prolongado de carcinégenos com a mucosa.'® Foi

demonstrado que GBP-2 é capaz de induzir a formacdo de tumores em



camundongos.®® Em pacientes com CEC esofagico, essa proteina é
considerada um marcador tumoral.®

A expressdao da GBP-2 em 100% dos portadores megaeséfago
chagasico e a menor ocorréncia dessa proteina nos individuos com megacélon
chagasico e esbfago normal pode explicar o aumento da incidéncia de cancer
em portadores de megaeséfago chagasico considerando o efeito protetor do
megacolon chagasico contra o cancer colorretal.

Apesar da auséncia de significancia estatistica (P = 0,087) entre a
expressao de GBP-2 no megacodlon chagasico e colon normal, houve tendéncia
para maior positividade no megacélon (40%) em relagdo ao coélon normal
(0,0%). Esse achado pode ser explicado pelo fato das GBPs serem induzidas
por interferons tipos | (a,B) e principalmente 11 (y).“**” Embora a GBP-2 esteja
envolvida na proliferagao celular, na literatura ndo foram encontrados trabalhos
mostrando associacao entre essa proteina e cancer colorretal.

Analisando todos os érgaos estudados (n = 46), houve 41,3% de
positividade para proteina GBP-2 e 28,3% para IFN-y. Esse resultado pode ser
devido ao fato das GBPs ndo serem induzidas somente por IFN-y, mas

(45-47)

também por interferons tipos | (a,B) interleucinas e fator de necrose

tumoral (TNF-a).&0)

A idade avancada é fator de risco para desenvolvimento de cancer
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colorretal."® A reducéo dos niveis celulares da proteina APC esta associada a

elevacao da concentracdo nuclear da beta-catenina, o que estimula a divisao
celular, favorecendo o aparecimento de cancer.!™

Em nosso trabalho, a proteina APC foi positiva em 20% dos pacientes



com célon normal (média de idade = 43,0 anos) e em 50% dos portadores de
megacodlon chagasico (média de idade = 68,0 anos), porém essa diferenca nao
foi significativa.

Embora individuos mais idosos tenham maior risco para o cancer
colorretal, neste estudo apresentaram maior freqiéncia da expressdao da
proteina APC em relacdo aos mais jovens. Esse resultado sugere que a
proteina APC poderia ser responsavel pelo efeito protetor do megacélon
chagasico contra o cancer colorretal.

Com relacdo a expressao da proteina /FN-y, quando na andlise foram
considerados casos positivos apenas aqueles com marcacao superior a 10%
de estruturas marcadas, a quantidade de casos positivos foi baixa,
provavelmente devido a menor sensibilidade desse anticorpo monoclonal.!'®%
Por essa razéo, foram considerados positivos também os casos com expressao
dessa proteina maior que 0 e menor que 10% de estruturas marcadas.

A analise da expressdo do IFN-y mostrou maior positividade no
megacodlon chagéasico (90%) em relacdo ao colon normal (30%). Na literatura
nao foram encontradas pesquisas sobre aumento da concentracdo de IFN-y
em megacdlon chagasico, porém alguns autores verificaram producéo elevada
dessa proteina em 83% de individuos com cardiomiopatia chagasica.®®

Avaliando a expressao da proteina IFN-y verificou-se maior positividade
no megacolon chagasico (90%) em relacdo ao megaeséfago chagasico (40%).
Estudos comparativos sobre expressao do IFN-y entre esses érgaos nao foram

encontrados. Entretanto, esse resultado pode indicar que o efeito protetor do

megacolon chagasico contra o cancer colorretal esteja associado a maior



concentragdo dessa proteina nesse segmento.

Na comparacao da expressao de IFN-y entre megaeséfago chagasico e
es6fago normal houve maior positividade no eséfago normal (62,5%) em
relacdo ao megaeséfago (40%). Esse resultado sugere que a nao ocorréncia
da maior expressdao de IFN-y no megaes6fago chagasico pode explicar a
auséncia de efeito protetor nesse mega contra o cancer.

A expressao da proteina T. cruzi apresentou 100% de negatividade no
megacolon chagasico e coélon normal. Na comparagdo entre megaeséfago
chagasico e esbfago normal, a positividade foi maior no megaeséfago (50%)
em relacdo ao esbdfago normal (12,5%). Entre megaesbdfago chagasico e
megacolon chagasico a positividade foi maior no megaeséfago (50%) quando
comparado ao megacélon (0,0%).

No megaesbfago chagasico o IFN-y apresentou menor positividade
quando comparado ao megacolon chagasico. No entanto, a proteina T. cruzi
apresentou maior positividade no megaeséfago do que no megacoélon. Isso
provavelmente se deve ao fato que na fase crénica da doenca de Chagas o
IFN-y é responsavel por manter o parasitismo em niveis muito baixos.®” Esses
achados sdo concordantes com os obtidos por Cdbo et al que
investigando por meio de técnica imunoistoquimica segmentos de megacdlon e
megaeso6fago, encontraram o T. cruziem 20% dos casos de megaesodfago e
em 4% dos casos de megacélon. A positividade do T. cruzi em 12,5% dos
esb6fagos normais pode ser explicada pela capacidade do parasita em
apresentar reagdo cruzada com componentes de tecidos normais de

vertebrados.!"®®



5- CONCLUSOES

A maior frequéncia de expressao das proteinas GBP-2 no megaeséfago
chagasico e IFN-y no megacolon chagasico explica, respectivamente, o
aumento da incidéncia de carcinoma espinocelular em portadores de
megaesbdfago chagasico e o efeito protetor do megacolon chagasico contra o

adenocarcinoma colorretal.
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APENDICE 1 - Dados imunoistoquimicos obtidos de fragmentos de bidpsias.

N | Idade | Sexo | Orgéao APC | C-myc | GBP2 | Interfer | Interfer | T. cruzi
1 64 M Megaeso 2 7 7 1 N P
2 |68 M Megaeso 4 7 4 1 N N
3 |77 F Megaeso 1 7 4 1 N P
4 |62 M Megaeso 7 7 4 1 N P
5 |48 F Megaeso 4 6 6 1 P N
6 | 62 M Megaeso 2 7 7 1 N N
7 |73 M Megaeso 7 6 7 4 P P
8 |69 M Megaeso 4 7 7 1 N N
9 |74 F Megaeso 2 7 7 4 P N
10 | 64 F Megaeso 2 7 6 4 P P
11| 71 F Megacélon 2 7 2 1 N N
12 | 83 M Megacélon 3 7 7 1 P N
13 | 42 M Megacélon 1 7 5 1 P N
14 | 70 F Megacélon 1 3 1 4 P N
15 | 54 F Megacélon 1 7 1 1 P N
16 | 69 M Megacélon 3 7 4 1 P N
17 | 90 F Megacélon 3 7 1 1 P N
18 | 64 F Megacélon 1 7 1 1 P N
19 | 76 F Megacélon 4 4 1 1 P N
20 | 61 M Megacélon 1 7 1 1 P N
21 | 46 F Eséfago normal 7 6 7 1 P N
22 | 46 M Eséfago normal 7 6 4 1 P N
23 | 54 F Eséfago normal 2 7 1 4 P N
24 | 14 F Eséfago normal 2 7 4 4 P P
25 | 59 F Eséfago normal 7 7 1 1 P N
26 | 33 F Es6fago normal 7 7 1 7 P N
27 | 48 F Es6fago normal 2 6 1 1 N N
28 | 38 F Es6fago normal 4 7 1 1 N N
29 | 19 M Es6fago normal 2 7 1 7 P N
30 | 45 F Esbfago normal 1 7 7 1 N N
31 | 47 F Es6fago normal 2 7 1 1 N N
32 | 59 F Eséfago normal 1 6 1 1 N N
33|35 F Eséfago normal 7 6 3 4 P N
34 | 30 F Eséfago normal 4 6 1 1 N N
35| 34 F Eséfago normal 2 7 1 4 P P
36 | 28 M Eséfago normal 2 6 1 7 P N
37 | 36 F Colo normal 1 6 1 1 N N
38 | 42 F Colo normal 7 6 1 4 P N
39 | 41 F Colo normal 1 3 1 1 P N
40 | 45 F Colo normal 1 7 1 7 P N
41 | 46 F Colo normal 1 3 1 1 N N
42 | 25 F Colo normal 3 7 1 1 N N
43 | 50 F Colo normal 1 3 1 1 N N
44 | 50 F Colo normal 1 7 1 1 N N
45 | 47 F Colo normal 1 7 1 1 N N
46 | 48 F Colo normal 1 7 1 1 N N
1 - negativo < 10% 5- positivo > 50% base P-positivo
2- positivo 10 a 50% base 6- positivo > 50% apice N-negativo
3- positivo 10 a 50% apice 7- positivo > 50% difuso

4- positivo 10 a 50% difuso interferon: todos positivos séo difusos
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Parecer n.® 329/2009

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo CEP n® 4096/2009 sab o responsabilidade de Marcels
Maia Caixeta de Melo, com o titulo "Efeito protetor do megacdlon chagdsieo na
carcinogénese colorretal® estd de acordo com a Resoluglio do CNS 196/96 e foi
aprovado por esse com a seguinte recomendaciio: Incluir o uso de cddigos como
forma de protegdio da confidencialidade.

Lembramos ao senhor{a) pesquisador(a) que, no cumprimente da
Resoluctio 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) deverd
receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem como a
qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevincia, além do envio
dos relatos de eventos adverses, com certeza para conhecimento deste Comité.
Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do Estudo.

Sido Jose do Rio Preto, 10 de agoste de 2009.

Prof. Dr. Antonio Carlos Pires
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