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RESUMO

Introdugdo — A reativagdo da doenga de Chagas (DC) tem sido descrita em
individuos imunodeprimidos graves por etiologias diversas, dentre elas devido a
coinfeccdo pelo HIV. Objetivo — Realizar avaliacdo histopatolégica e imuno-
histoquimica do cérebro, do miocardio, do esdfago e do intestino grosso de
individuos necropsiados com DC e/ou Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) comparando com individuos controle. Material e Métodos — Foi realizado
levantamento de laudos de necropsias no periodo de 1998 a 2012 e selecionados
oito individuos adultos que foram divididos em quatro grupos: Reativacéo (RE) (n=2),
doenca de Chagas (CH) (n=2), AIDS (Al) (n=2) e Controle (CO) (n=2). De cada
individuo foram coletados e processados fragmentos de cérebro, miocardio, eséfago
e intestino grosso cujos fragmentos foram processados para analise histopatoldgica
e imuno-histoquimica. As laminas com os cortes corados por Hematoxilina e eosina,
Giemsa e Picrossirius foram utilizadas para quantificar a densidade de células
inflamatorias, a densidade de mastécitos e a porcentagem de colageno,
respectivamente. Foi realizada andlise imuno-histoquimica para IL17 e CD31.
Resultados — No miocardio a densidade de mastdcitos foi significativamente maior
no grupo CH quando comparado aos demais grupos. No esb6fago e no intestino
grosso, a densidade de mastocitos foi significativamente maior quando comparado
aos demais grupos. A porcentagem de colageno no esbéfago, no miocardio e no
intestino grosso do grupo RE foi significativamente menor quando comparado ao
grupo CO. O grupo CH apresentou maior porcentagem de coldgeno no miocéardio e
no intestino grosso quando comparado aos demais grupos. A densidade de células
imunomarcadas por anti-IL17 foi significativamente maior no intestino grosso e no
miocardio no grupo CH quando comparado ao grupo CO. No miocardio e no eséfago
do grupo Al foram encontrados maior densidade de vasos imunomarcados por anti-
CD31 quando comparado aos demais grupos. Nao houve correlacdes significativas
quanto a densidade de mastécitos e porcentagem de colageno nos grupos RE, CO,
Al e CH. ConclusGes — As lesbes cerebrais encontradas nos individuos com
reativacdo da DC e a maior densidade de células imunomarcadas por anti-IL17
nesses locais sugere que essa citocina estaria intensificando o quadro inflamatério
local com consequentes danos teciduais em decorréncia da inflamacéo. Além disso,
nesses individuos, a maior densidade de mastdcitos no es6fago e no intestino
sugere que essas células estariam exercendo atividade relevante no processo
inflamatorio esofagico e intestinal.

Palavras-chave: AIDS, Doenca de Chagas, Reativagao.



ABSTRACT

Introduction — Reactivation of Chagas disease (CD) has been described in severe
immunocompromised patients by various etiologies, among them those due to
coinfection  with  HIV.  Objective -  Perform histopathological and
immunohistochemical evaluation of the brain, myocardium, esophagus and large
bowel of autopsied patients with CD and/or Acquired Immunodeficiency Syndrome
(AIDS) compared with control patients. Material and Methods — A survey of autopsy
reports was conducted in the period from 1998 to 2012 and selected eight adult
subjects who were divided into four groups: Reactivation of Chagas disease (RE)
(n=2), Chagas disease (CH) (n=2), AIDS (Al) (n=2) and Control (CO) (n=2). From
each subject were collected and processed fragments of brain, myocardium,
esophagus and large bowel whose fragments were processed for histological and
immunohistochemical analysis. The histological sections stained with hematoxylin
and eosin, Giemsa and Picrossirius were used to quantify the density of inflammatory
cells, the density of mast cells and the percentage of collagen, respectively.
Immunohistochemical analysis was performed to IL17 and CD31. Results - In the
myocardium the density of mast cells was significantly higher in the CH group when
compared to other groups. In the esophagus and large intestine, the density of mast
cells was significantly higher when compared to other groups. The percentage of
collagen in the esophagus, heart and intestine in the RE group was significantly
lower when compared to the CO group. The CH group had a higher percentage of
collagen in the myocardium and in the large bowel when compared to other groups.
The density of cells immunostained by anti-IL17 was significantly higher in the large
bowel and myocardium in the CH group when compared to the CO group. The
myocardium and esophagus Al group higher density of vessels immunostained by
anti-CD31 when compared to the other groups found. No significant correlations as
the density of mast cells and percentage of collagen in groups RE, CO, CH and Al.
Conclusion — Brain lesions found in patients with reactivation of DC and the highest
density of immunostained cells by anti-IL17 at these sites suggests that this cytokine
was intensifying local inflammation with consequent tissue damage due to
inflammation. In addition, in these subjects, the highest density of mast cells in the
esophagus and intestine suggests that these cells would be exercising relevant
activity in esophageal and intestinal inflammation..

Keywords: AIDS, Chagas disease, Reactivation.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt e, 11
1.1 DOENGA DE CHAGAS ... ettt e aa s 12
1.1.1 ConcCeito € EtiolOgia....cuuuueiiiie e 12
1.1.2 PreValBnCia .oooooeieeieiieeee ettt 13
I G I B 1= To | To 1< £ (o] o P TR PP 14
1.0.4 FASE AQUAA ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiittei e 14
1.1.5 FASE CrOMICA ooiueeeiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e e e s eeeeeeas 15
1.1.5.1 Forma INdetermMinada ........c.cuueiiiiiieiiiiiiiie e 15
1.1.5.2 FOrMa CArdi@Ca ...eceeeieeiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e et eeeeens 16
1.1.5.3 FOIMA DIESTIVA ...uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
1.1.5.4 FOIMA MiISTA ...uuiiiiiiiiiiei et e e e e s 18
L2 HIV T AIDS ettt 19
1.3 REATIVACAO DA DOENCA DE CHAGAS NA COINFECCAO PELO HIV ....... 21
1.3.1 Diagndstico da reativacdo da doenca de Chagas .......cccccceeeeviiiiivinenenenn. 22
1.3.2 Sinais e sintomas da reativacdo da doenca de Chagas na AIDS ............. 23
1.3.3 Tratamento da reativagcédo da doenca de Chagas na AIDS ...........ccccevueeen. 23
1.3.4 Orgéos alvos da reativacdo da doenca de Chagas na AIDS .................... 24
1.4 Mastocito, IL17 e CD31 na AIDS e na doenga de Chagas ..........ccccccuvvvvennnnns 26
2 HIPOTESE ...ttt ettt 29
S OBIETIVOS ..ttt e 31
3.1 OBJIETIVO GERAL ..ot ea s 32
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....c.oeieeeeeeeete e 32
4 MATERIAL E METODOS ..ottt et 33

4.1 SELECAO DOS PACIENTES.......oo ittt et 34



4.2 FORMAGCAO DOS GRUPOS ..ot 34

4.3 COLETA DOS FRAGMENTOS ....ooiiiiiiiecceeeee e 35

GICOS ettt ettt ettt ettt 35
4.5 DETERMINACAO DA DENSIDADE DE MASTOCITOS .....coovoveeeveeeeeeeee, 35
4.6 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO .......ccoooviieieeeeeeeeeeeee e 36
4.7 REALIZACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA IL17 E CD31 ......ccvevevreeen. 36

4.8 DETERMINACAO DA DENSIDADE CELULAS IMUNOMARCADAS POR ANTI-

IL17 E DE VASOS IMUNOMARCADOS POR ANTI- CD31.....coccovveviveieerenenen, 37
4.9 ANALISE ESTATISTICA ... 38
B RESULTADOS........ootitieeeeeeteteee ettt n ettt es et e e etesens 39
B DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt et e s te et enns 43
7 CONCLUSAOD ...ttt nenn, 49
REFERENCIAS . ...ttt ettt ete e eaeeans 51

ANEXOS .. 57



INTRODUCAO

11



12

1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

1.1.1 Conceito e Etiologia

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca parasitaria sistémica, descoberta
em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas (TARTAROTTI; AZEREDO-
OLIVEIRA; CERON, 2004), resultante da infeccdo causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (COUTINHO; DIAS, 1999).

O parasito T. cruzi possui um ciclo de vida complexo. A partir do momento
em gue o inseto vetor ingere o sangue do hospedeiro infectado, ele adquire o
parasito na forma tripomastigota. No intestino posterior do inseto, 0s tripomastigotas
sofrem transformacdo para epimastigotas e entdo, se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos que séo entdo eliminados através das fezes e da urina
do inseto vetor, podendo infectar o hospedeiro vertebrado (RASSI JUNIOR; RASSI;
REZENDE, 2012). O parasita ndo penetra a pele intacta, somente infectando o
hospedeiro via mucosa ou ferimentos na pele. Nos mamiferos, os parasitas se
desenvolvem no interior das células, sendo liberados no sangue circulante apés
estas células se romperem (HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012).

ApGs o T. cruzi penetrar as células do hospedeiro, ele se multiplica na forma
amastigota, criando pseudocistos, que eclodem e originam reacdo inflamatoria,
provocando fibrose no tecido. Através da ruptura os pseudocistos, sédo liberados
tripomastigotas que ficam livres no organismo, invadindo novas células e repetindo o
ciclo (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

As células hospedeiras apresentam comportamento diferente durante a
infecc@o pelo T. cruzi. Estudos prévios sugeriram a entrada do parasita nas células
do hospedeiro através da fagocitose como a maioria dos outros parasitas
intracelulares, porém novas investigacdes demonstraram um mecanismo alternativo,
com penetracdo ativa do parasita na célula do hospedeiro. Estudos mais recentes,
utilizando microscopio eletrénico de varredura demonstraram parasitas invadindo
células epiteliais e fibroblastos que sao células que ndo possuem nenhuma
formacdo pseudopode ou qualquer outra alteragdo da membrana plasmatica
(ROMANO et al., 2012).
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A DC também pode ser transmitida ao homem por mecanismos que néo
dependem de vetores, tais como transfusdo de sangue e transmissdo congénita.
Estas sdo as principais causas de infestacdo nas zonas urbanas e paises néo
endémicos. O risco de desenvolvimento da DC apdés a transfusdo sanguinea por um
doador infectado € elevado, pois na fracdo de plaguetas encontramos
predominantemente formas tripomastigotas durante a centrifugagcdo. Sendo assim,
na transfusdo de plaquetas o risco de contaminacdo € mais elevado quando
comparado a transfusdo de outro componente sanguineo (RASSI JUNIOR; RASSI;
REZENDE, 2012).

1.1.2 Prevaléncia

A DC encontra-se entre as 20 mais importantes doencas tropicais
negligenciadas no mundo. E uma das doencas de larga distribuicdo no continente
americano (MATTA et al., 2012). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que 15 milhdes de pessoas encontram-se infectadas nas Américas, sendo que
dessas, 10 milhdes estdo na Ameérica Latina (COURA,; DIAS, 2009).

Calcula-se que 80 a 100 milhdes de pessoas tém risco de contrair DC, com
uma incidéncia de 41.200 novos casos por ano, uma prevaléncia de 8 até 10
milhdes de casos e 12.500 mortes por ano (FUENTES; MATURANA; DE LA CRUZ,
2011).

A grande maioria dos individuos contaminados pela DC encontra-se na fase
cronica da doenga, sendo um terco sob a forma cardiaca, o que provoca morbidade
elevada (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006).

No Brasil a quantidade de individuos infectados pelo T. cruzi situa-se em
torno de 3,5 milhGes de pessoas, sendo que aproximadamente 600 mil residem no
estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2006). S&do entre 10.000 a 20.000 novos
casos anualmente no Brasil, sendo responsaveis por cerca de 20.000 mortes por
ano nas duas ultimas décadas (TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON,
2004).

Para o controle da DC, os melhores exemplos de prevencéo priméaria sédo o
controle vetorial (baseado na vigilancia) e controle de doadores de sangue e de
orgaos (SOSA-ESTANI; COLANTONIO; SEGURA, 2012). Mesmo em areas onde a
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transmissdo € controlada ha risco continuo de transmissdo em fungcdo da
sobrevivéncia dos vetores devido a baixa fiscalizacdo da vigilancia sanitaria
(TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2004).

1.1.3 Diagndéstico

O diagnostico da infeccdo, tanto na fase aguda quanto na fase cronica,
emprega métodos parasitolégicos, sorolégicos e moleculares (MAYA et al., 2010;
COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

Na fase aguda, o diagnostico precoce pode ser feito através a deteccéo
direta de tripomastigotas no sangue ou liquido cefalorraquidiano (PY, 2011).

Ja na fase crbnica da doenca o diagnéstico parasitolégico direto torna-se
comprometido em virtude da auséncia de parasitemia (MAYA et al., 2010; COURA,;
BORGES-PEREIRA, 2012).

Sendo assim, o diagndstico na fase crénica é essencialmente soroldgico, e
deve ser realizado utilizando-se dois testes de principios metodolégicos diferentes:
um teste de elevada sensibilidade (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
com antigeno total ou fragbes semi-purificadas do parasito) e outro de alta
especificidade (ELISA, utilizando antigenos recombinantes especificos do T. cruzi)
(MAYA et al., 2010; COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

1.1.4 Fase Aguda

Em mamiferos contaminados, incluindo humanos, a DC pode apresentar
duas fases caracteristicas e distintas, sendo elas a fase aguda e a fase crbnica, que
pode se apresentar principalmente sob a forma cardiaca ou digestiva, além da fase
indeterminada, onde ainda ndo podem ser observadas alteracdes cardiacas, nem
digestivas (GURGEL; ALMEIDA, 2007).

A fase aguda pode ndo apresentar sinais e sintomas ou apresentar
caracteristicas clinicas de infeccdo generalizada de gravidade variavel, como febre,
dores musculares, mal-estar, sudorese, aumento do tamanho do figado, aumento do

tamanho do baco e insuficiéncia cardiaca. A suspeita diagnostica inicia-se pela
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observacdo de sinais de porta de entrada como chagoma e sinal de Romafa. Os
individuos podem apresentar ainda febre, calafrios, nauseas, vomitos, diarreia,
erupcoes cutaneas, irritacéo meningea, conjuntivite, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia aguda, anemia, trombocitopenia e elevacdo das enzimas
hepéticas (HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012).

Apesar dos pacientes apresentarem todos esses sintomas, o diagnéstico so
€ comprovado pela presenca dos parasitos no sangue periférico (MAYA et al., 2010).
Nessa fase, os pacientes podem ir a 6bito devido a complicacfes diretas da infec¢cao
pelo parasita, pela miocardite, pela meningoencefalite ou ainda por complicacdes
secundarias tais como broncopneumonia (JUNQUEIRA JUNIOR, 2012).

A fase aguda é de curta duracdo e mais de 95% dos pacientes podem se
recuperar de forma espontanea, apesar da cura da doenca ndo ocorrer sem 0
tratamento adequado. Durante a fase aguda o tratamento com os medicamentos
levam a regressédo da parasitemia e dos sintomas clinicos. (FUENTES; MATURANA,;
DE LA CRUZ, 2011).

1.1.5 Fase Cronica

A fase cronica da DC é longa e evolui a partir da fase aguda que dura entre
2 e 3 meses. Na fase crbnica os parasitas invadem os tecidos dos hospedeiros,
principalmente o musculo esquelético cardiaco e o sistema digestério onde se
converte em formas intracelulares e proliferam-se podendo alcancar qualquer 6rgao
(LOPES et al., 2000).

A fase crbnica € caracterizada por apresentar quatro formas: a

indeterminada, a cardiaca a digestiva e a mista.

1.1.5.1 Forma Indeterminada

Apoés a fase aguda, inicia-se um periodo que é caracterizado pela presenca
de alguns anticorpos e auséncia de manifestacdes clinicas, conhecido como forma
indeterminada. Para se diagnosticar como forma indeterminada da DC, os pacientes

ndo devem apresentar sintomas clinicos relacionados a infec¢éo pelo T. cruzi nem
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alteracdes em eletrocardiogramas, assim como alterag6es radioldgicas do coracao,
do es6fago e do célon. No entanto, os pacientes na fase indeterminada permanecem
parasitémicos. Esta fase pode durar alguns meses ou até uma vida inteira
(HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012).

Estudos sobre a evolugcdo da DC em diferentes regides do Brasil tém
demonstrado que, aproximadamente 30% dos casos da forma indeterminada podem
evoluir para a forma cardiaca, enquanto aproximadamente 40% dos casos da forma
indeterminada ndo evoluem para a forma cardiaca nem digestiva. Em um estudo
observacional realizado no Rio de Janeiro ao longo de um periodo de 30 anos em
510 individuos sorologicamente positivo para a DC, 39% permaneceram na forma
indeterminada, 52,1% apresentavam a forma cardiaca e 14,3% apresentaram a
forma digestiva. Apenas 5,4% apresentavam a forma mista, com associacfes de
cardiopatia e megas (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011).

1.1.5.2 Forma Cardiaca

A forma cardiaca crénica ocorre quando os parasitas penetram as células
musculares cardiacas se transformando em amastigotas (REIS et al., 2000). Varios
estudos demonstram parasitos situados entre as fibras do miocardio em um grande
namero de pacientes, mesmo durante a fase de laténcia. Achados histolégicos
usuais incluem infiltrado de células mononucleares e fibrose. A fibrose é causada por
diferentes mecanismos patolégicos, tais como inflamacdo, microisquemia e danos
autoimunes do miocéardio (STRASEN et al., 2014).

A inflamacdo no miocérdio geralmente € muito intensa, difusa e em
desproporgéo com o numero de células parasitadas (JUNQUEIRA JUNIOR, 2012).

Na miocardite chagasica cronica ocorre uma inflamagdo essencialmente
fibrosante, sendo um processo dindmico e progressivo com a idade (JUNQUEIRA
JUNIOR, 2012). Este processo se estende ao tecido de formacgédo e conducgéo de
estimulo elétrico com fibrose, ectasia cardiovascular e graus variaveis de esclerose
vascular (ANDRADE, 1997).

A presenca de linfécitos e macrdéfagos no infiltrado inflamatoério pode estar
relacionada diretamente ao processo de fibrose, pela producgéo de citocinas e fatores
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de crescimento que provocariam destruicéo tecidual e ativariam a fibrogénese (REIS
et al., 2000).

A fibrose caracteriza-se por ser fina e difusa, envolvendo cada fibra cardiaca,
com areas mais densas. As areas de fibrose mais extensas podem ser explicadas
por isquemia, principalmente nas regides distais de dupla irrigagdo, causadas
possivelmente pela intensa dilatagdo da microcirculagéo (REIS et al., 2000).

Muitas vezes ocorre uma lesdo altamente caracteristica, ao nivel da ponta
do ventriculo esquerdo, comumente designada como "lesdo de ponta" ou
"aneurisma". Trata-se de um adelgacamento, sem fibrose, mas com atrofia das fibras
miocardicas e protrusdo da ponta do ventriculo esquerdo do coracdo (GURGEL et
al., 2010). Embora ocorra essa lesdo no ventriculo esquerdo, na maioria das vezes,
0 coracao é congesto e moderadamente aumentado de volume e peso (JUNQUEIRA
JUNIOR, 2012), possuindo uma forma arredondada, globdide, com vasos venosos
congestos fazendo um proeminente desenho vascular na sua superficie que é
habitualmente lisa, transparente e brilhante (VINHAES; DIAS, 2000).

A miocardite aguda chagasica é caracterizada pela presenca de intenso
parasitismo, destruicdo das células musculares cardiacas parasitadas e presenca de
infiltrado inflamat6rio mononuclear, sendo atribuida diretamente ao parasito e a
resposta imune humoral e/ou celular dirigida aos seus antigenos. Por outro lado, a
miocardite chagasica crbénica distingue-se por apresentar infiltrado inflamatorio
multifocal com células mononucleares, destruicdo de fibras miocardicas no foco
inflamatorio e areas de fibrose (FREITAS et al., 2011).

1.1.5.3 Forma Digestiva

A forma crbnica digestiva é caracterizada pela destruicdo dos ganglios
intramurais e denervacdo parassimpatica em todo o trato digestorio, afetando
aproximadamente um terco dos pacientes infectados. Os pacientes podem
desenvolver dilatacdo do trato gastrointestinal e distlrbios gastrointestinais motores
como acalasia da céardia, disturbios de esvaziamento gastrico, alteragdes no transito
intestinal e desordens no colon (MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009).

Estas manifestacdes se iniciam como descoordenacdo motora, devido ao

comprometimento do sistema nervoso autdnomo do plexo mioentérico. Embora as
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lesBes neuronais afetem o plexo mioentérico em varias partes do tubo digestorio, as
maiores repercussdes ocorrem no esdfago e célon (ANDRADE, 1997). Nestes locais
o conteudo é geralmente sélido e, portanto mais dependente das forcas peristalticas.
Também a presenca de esfincteres nestes locais contribui para agravar a
disperistalse. Esta estimula o peristaltismo, que provoca hipertrofia das camadas
musculares, seguida pela dilatagdo ou ectasia dos o6rgdos comprometidos. Nos
megas digestivos € possivel visualizar na porcdo mais distal do 6rgdo uma zona
mais estreitada fusiforme ou cilindrica, fazendo transicdo entre a parte normal e a
zona dilatada. A mucosa pode apresentar areas de metaplasia, sendo vistas no
es6fago como zonas esbhranquicadas. Na mucosa do colon sdo mais comuns areas
ulceradas. O aparecimento de céancer pode ser uma complicacdo dos megas,
especialmente do megaes6fago (ANDRADE, 1997). A prevaléncia do surgimento de
cancer nos pacientes com megaes6fago € variavel e o tipo histolégico mais
frequente € o carcinoma espinocelular. Nos pacientes com megaeséfago o tumor
pode se localizar em qualquer porcdo do 6rgdo e as caracteristicas clinicas dos
pacientes com megaesodfago e cancer ndo diferem daqueles com neoplasia maligna
esofagica ndo associada ao megaesodfago, principalmente no que se refere ao
prognostico desfavoravel frente ao tratamento instituido (HENRY; LERCO;
OLIVEIRA., 2007).

Também foi demonstrado que a DC pode induzir alteracdes nos tecidos da
cavidade oral, tal como na lingua (de LIMA PEREIRA et al., 2009). Possivelmente, o
T. cruzi possa ter um papel na destruicdo das células da lingua, resultando em
fibrose local, através de um mecanismo de reparacdo semelhante a descrita no

coracao de pacientes chagésicos cronicos (de LIMA PEREIRA et al., 2007).

1.1.5.4 Forma Mista

A forma mista, também denominada cardiodigestiva, € uma combinacéo de
doenca na forma cardiaca com o megaes6fago, com o megacolon, ou com ambos.
Na maioria dos casos, 0 desenvolvimento de megaesbéfago normalmente precede a
doenca cardiaca, mas ainda ndo é conhecida a prevaléncia exata da forma mista
(RASSI JUNIOR; RASSI; REZENDE, 2012).
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Em um estudo realizado em idosos, os autores observaram que a forma
clinica predominante entre os idosos foi a forma cardiaca, seguida pela forma mista.
Na forma mista houve maior incidéncia de megaesofago que de megacoélon (ALVES
et al., 2009). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Almeida et al.
(2007), onde os autores verificaram a forma cardiaca da DC em 88,5% dos

pacientes chagésicos.

1.2 HIV/AIDS

A descoberta do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ocorreu ha pouco mais de trinta anos, porém, o
namero de individuos contaminados e doentes tem aumentado consideravelmente
nesse curto periodo de tempo (CANINI et al., 2004).

Desde seu surgimento, nos anos 80, a AIDS se disseminou pelo mundo
tornando-se um dos maiores desafios de saude publica das trés dltimas décadas. A
OMS estima que, no mundo, aproximadamente 33,2 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo virus HIV ou apresentam a doenca (CHRISTO, 2010).

Desde o inicio da epidemia, em 1980, até junho de 2012, o Brasil registrou
656.701 casos de AIDS, de acordo com o ultimo Boletim Epidemiolégico (BRASIL,
2012). Em 2011 foram notificados 38.776 casos da doenca e a taxa de incidéncia de
AIDS no Brasil foi de 20,2 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2012).

O HIV é um retrovirus que causa disfuncdo imunoldgica crénica e
progressiva devido ao declinio dos niveis de linfocitos T CD4* (CANINI et al., 2004).
O HIV invade o nucleo das células T CD4*, que sdo as principais células envolvidas
na protecdo contra infec¢cdes, causando deplecdo progressiva dessas células
(KRAUSE; MAHAN, 2005). Sendo assim, quanto mais baixo o nivel dessas células,
maior o risco do individuo de desenvolver AIDS (KRAUSE; MAHAN, 2005).

As principais formas de transmissdao do HIV s&o por via sexual, por
transmissao vertical (transmissdo em que a mée passa para o filho durante a
gestacdo, parto ou aleitamento materno) e por via sanguinea. Outra forma de
transmissdo menos frequente é a transmissdo causada por acidentes com
instrumentos perfurocortantes infectados com sangue de portadores do virus
(SEBEN et al., 2008).
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O periodo entre a contaminagcdo do HIV e a manifestagcdo da AIDS pode
levar alguns anos. Apesar do individuo portador do virus estar muitas vezes
assintomatico pode apresentar importantes transtornos na esfera psicossocial, a
partir do momento em que fica ciente do diagnéstico (CANINI et al., 2004). Desde o
momento da infec¢do até o surgimento de algum sintoma podem transcorrer meses
ou anos, sendo esse intervalo dificil de definir (CARVALHO et al., 2007).

A infeccéo pelo virus HIV se divide em quatro fases clinicas. A primeira é a
fase de infeccdo aguda caracterizada pela carga viral elevada. Essa fase é seguida
pela fase assintomatica onde existe pouco ou nenhum sinal clinico, sendo marcada
por forte interacdo entre as células de defesa e as constantes e rapidas mutagcdes do
virus. Nesta fase ndo existe debilitacdo do organismo o suficiente para permitir
novas doencgas, pois os virus amadurecem e morrem de forma equilibrada. A terceira
fase é a fase sintomatica inicial onde o portador pode apresentar sinais e sintomas
de intensidade variavel, além de processos oportunistas de menor gravidade, tais
como sudorese, fadiga e emagrecimento. Por dltimo, a AIDS onde se instalam
doencas oportunistas, geralmente de origem infecciosa, decorrentes da queda da
imunidade do individuo (PAULA et al., 2010).

O surgimento dos antirretrovirais, para o tratamento dos individuos com
HIV/AIDS (terapia antirretroretroviral de alta poténcia - HAART), proporciona
aumento no tempo de sobrevida, porém, é de alto custo e acarreta inumeros efeitos
colaterais aos pacientes. A inexisténcia de cura para a doenca tem direcionado
investigacdes sobre o impacto dessa terapéutica na qualidade de vida destes
pacientes (CANINI et al., 2004). Pesquisas evidenciam que o uso prolongado da
HAART, particularmente dos inibidores de protease, tem um impacto importante
sobre o estado nutricional dos usuarios. Antes da chamada “Era HAART”, a perda de
peso e a desnutricdo, fortes consequéncias das infec¢cdes oportunistas, eram a
causa dos maiores problemas nutricionais (JAIME et al., 2004).

Em pacientes com AIDS podem ser observadas diversas alteracbes no
sistema digestorio. Estudo retrospectivo avaliando necropsias de individuos com HIV
positivo demonstrou a frequéncia do comprometimento do sistema digestério, sendo:
lingua (48,6%), es6fago (44,8%), estbmago (44,7%), intestino grosso (43,2%) e
intestino delgado (28,9%) (GUIMARAES et al., 2012).

O trato gastrointestinal possui grande importancia durante as infecgdes pelo

HIV, pois abriga aproximadamente 40% de todos os linfocitos no corpo. Cerca de 60
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- 80% destas células no trato gastrointestinal sdo esgotadas em poucos dias apos a
infeccdo. Esta perda precoce os linfécitos T CD4* compromete a capacidade do
hospedeiro de gerar respostas imunes secundarias diante dos patdgenos e acredita-
se que elas desempenham um papel fundamental na progressédo da doenca (NIGAM
et al., 2011).

1.3 REATIVACAO DA DOENCA DE CHAGAS NA COINFECCAO PELO HIV

Com o surgimento da infeccdo pelo HIV e o desenvolvimento da AIDS,
passou a ser descrita a coinfec¢cdo desse virus com o T. cruzi. Os pacientes
imunodeprimidos graves, como os portadores de neoplasias hematoldgicas, usuarios
de drogas imunodepressoras, ou ainda os pacientes coinfectados pelo HIV, podem
apresentar reativacdo da DC (OLIVEIRA et al., 2010).

O sistema imunitario de pacientes com imunodeficiéncia grave pode ser
incapaz de manter o controle na multiplicacdo do T. cruzi, ocorrendo danos teciduais
e manifestacBes cinicas graves. No entanto, quando a imunodeficiéncia € mais
discreta pode haver o controle desse processo resultando em niveis mais baixos do
parasitismo e consequentemente, menor chance do ressurgimento da doenca
(SARTORI et al., 2002).

No Brasil a reativagdo da DC em pacientes coinfectados pelo HIV foi
considerada como uma condicdo da AIDS em 2003. Posteriormente, em 2006, foi
implantada a Rede Brasileira de Atencdo e Estudos em Coinfecgcdo por T. cruzi e
HIV, embora o primeiro caso da associacdo das duas doencas tenha sido relatado
na década de 1980 (ALMEIDA et al., 2011). Devido ao movimento migratério das
areas rurais pobres para as grandes cidades ocorreu aumento da possibilidade dos
individuos contaminados com a DC se infectarem com o HIV (ALMEIDA et al., 2009;
PINAZO et al., 2013).

A reativacdo da DC € uma condicdo rara, tendo sido publicados
aproximadamente 120 casos de reativacdo da DC em pacientes com AIDS. Os
casos registrados nao ocorreram apenas no Brasil, mas também em outros paises
da América Latina. Dos 120 pacientes citados acima, cerca de 80% desenvolveram

qguadro de meningoencefalite, com necrose e hemorragia, cujo exame histolégico,
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guando realizado, demonstrava grande quantidade de parasitas. Clinicamente, 0s
doentes apresentavam cefaléia, febre, vémitos e distarbios neurolégicos, por vezes
evoluindo para o coma (FERREIRA, 2009).

1.3.1 Diagndéstico da reativacdo da doenca de Chagas

Embora n&do se conheca a real prevaléncia da coinfecgéo entre o HIVe o T.
cruzi e a frequéncia da reativacdo da DC (ALMEIDA et al., 2011), estima-se que a
reativacdo da DC ocorra em cerca de 20% dos individuos coinfectados com HIV/T.
cruzi sendo caracterizada pelo elevado nivel da parasitemia. Em pacientes
infectados pelo parasita T. cruzi e coinfectados pelo HIV, observam-se niveis mais
elevados da parasitemia do que naqueles que apresentam somente a DC.
Semelhantes a infec¢do aguda o diagnostico da DC pode ser realizado por técnicas
parasitologicas e/ou PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), mesmo na auséncia
de sintomas clinicos (FREITAS et al., 2011; PINAZO et al., 2013). No entanto, o sinal
definitivo da reativacdo da DC é a visualizacdo de tripomastigotas na circulacao
periférica ou no sistema nervoso central (SNC) dos pacientes (BERN, 2012). A
presenca de tripomastigotas no fluido cérebro-espinhal fornece o diagnéstico
definitivo para a reativacdo da DC no SNC. Resultados de andlises no fluido cérebro-
espinhal geralmente demonstram uma baixa contagem de leucocitos (menor que
100 por ml), linfocitose predominantemente moderada, proteinas elevadas e baixa
glicemia (BERN, 2012).

Esse diagnostico ndo é usualmente realizado na fase inicial da reativagao,
uma vez que muitos pacientes evoluem para o O6bito pouco tempo depois da
realizacdo do diagnostico ou mesmo durante o tratamento. Sabe-se que as taxas de
mortalidade sdo mais elevadas em pacientes com diagndstico tardio de reativacao
(FREITAS et al., 2011), portanto é necessario que 0s métodos para o monitoramento
da parasitemia em pacientes com DC e imunodeprimidos sejam rapidos e precisos.
O xenodiagnostico e a hemocultura sédo altamente sensiveis para o diagnostico da
doenca aguda, mas sdo métodos demorados e os resultados levam entre 30 e 120
dias para serem concluidos (FREITAS et al., 2011) e ndo devem ser interpretados
como confirmatérios do diagndstico de reativacdo, pois o resultado pode ser positivo
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em qualquer fase da doenca. Por outro lado, testes parasitologicos negativos nao
excluem a possibilidade de reativacdo da doenca (OLIVEIRA et al., 2010).

Recentemente, a técnica da PCR, capaz de detectar o DNA do protozoario,
trouxe importantes contribuicbes para o diagnéstico precoce pela deteccdo de
reativagdo parasitaria e controle da efetividade do tratamento. Apresenta alta
sensibilidade (96%-100%) comparada a hemocultura e ao xenodiagnostico. Todavia,
a técnica ndo esta rotineiramente incorporada a pratica clinica (OLIVEIRA et al.,
2010).

Um dos critérios clinicos da reativacao é a ocorréncia da infeccdo em locais
do organismo onde, geralmente ndo ocorrem com frequéncia na fase cronica da
doenca. Podemos exemplificar o SNC, onde ocorre uma das principais expressées
da reativacdo da DC na coinfeccdo com o HIV (ALMEIDA et al., 2009). Em regides
alvo de lesdes da DC crbnica, tais como o miocéardio, esbfago e colon, o diagnostico
da reativacdo é mais dificil, pois sdo comuns sinais e sintomas nessas regides
devido a evolucao natural da DC (ALMEIDA et al., 2009).

1.3.2 Sinais e sintomas da reativacdo da doenca de Chagas na AIDS

Os sinais e sintomas mais comuns na reativacdo da DC na AIDS séo o
surgimento de nddulos subcutaneos (chagomas), paniculite, miocardite com sinais
de insuficiéncia cardiaca, febre, meningite, encefalite e acidente vascular cerebral.
No entanto outros sintomas, tais como fadiga, anorexia e diarreia, também podem
ser observados (PINAZO et al., 2013).

1.3.3 Tratamento da reativacdo da doenca de Chagas na AIDS

Existem diversos estudos que foram realizados visando o tratamento para
pacientes imunodeprimidos e com DC, porém nao ha consenso internacional sobre
como deve ser o tratamento da reativacdo nestes pacientes (VAIDIAN; WEISS;
TANOWITZ, 2004).

Atualmente, existem apenas dois medicamentos especificos para o

tratamento da DC, sendo eles o Benzonidazol e o Nifurtimox, que agem de forma
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tripanocida contra todas as formas de T. cruzi. O tratamento é recomendado durante
todas as fases, bem como em individuos com AIDS, os transplantados de érgaos ou
recebendo drogas imunossupressoras (FUENTES; MATURANA; DE LA CRUZ,
2011).

O tratamento com Benzonidazol tem mostrado ser efetivo na reducédo da
parasitemia, na estabilizacdo do quadro clinico e no controle do dano tecidual
resultante da presenca do parasita. Embora o tratamento com benzonidazol néo
esteja formalmente incorporado nos protocolos de gestdo de HIV/AIDS (PINAZO et
al., 2013), quando € iniciado com mais de 30 dias da coinfec¢do, a taxa de
mortalidade dos pacientes € de 80%. No entanto, quando o tratamento € iniciado
antes de completarem 30 dias da coinfeccdo a taxa de mortalidade é de cerca de
20%. Isso indica que quanto mais cedo for o diagndstico e o inicio do tratamento,
maior a sobrevida do paciente (FREITAS, et al., 2011). No entanto, sabe-se que essa
medicacdo pode provocar efeitos adversos, além de ndo ser 100% eficaz na
destruicdo do parasita (PINAZO et al., 2013).

Por outro lado, a introducdo da terapia antirretroviral contribuiu para a
diminuicdo consideravel dos casos de reativacdo da DC, confirmando a teoria de
que, semelhante a outras infec¢Bes oportunistas, a elevacédo do numero de células T
CD4* nesses individuos previne o aparecimento de reativacdo de infec¢des, como
por exemplo, pelo T. cruzi (FERREIRA, 2009).

1.3.4 Orgé&os alvos da reativacdo da doenca de Chagas na AIDS

Em pacientes infectados concomitantemente pelo T. cruzi e pelo HIV, o
envolvimento do SNC tem sido relatado entre 75-80% dos pacientes (PINAZO et al.,
2013). A meningoencefalite e a miocardite podem ocorrer simultaneamente na
reativacao da DC, embora alguns estudos descrevam a presenca da miocardite sem
o0 acometimento do SNC. As manifestacdes da reativacdo no SNC sdo mais faceis
de ser observadas, enquanto as manifestacbes cardiacas podem passar
despercebidas ou serem semelhante as manifestacdes da progressao natural da
cardiomiopatia chagésica crénica (BERN, 2012).

Na reativagdo da DC, o encéfalo mostra-se aumentado de peso e volume e

com estreitamento dos sulcos. Aos cortes, observam-se areas pseudotumorais
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extensas, amolecidas e com areas hemorragicas de limites imprecisos. Tais lesGes
tém sido verificadas nos diferentes lobos dos hemisférios cerebrais e, com menor
frequéncia, no tronco cerebral e no cerebelo. As lesGes atingem a substancia branca
e a cinzenta, parecendo predominar na primeira. Microscopicamente, especialmente
nas areas amolecidas, tem-se constatado encefalite associada ao parasitismo pelo
T. cruzi, de grau variavel. A inflamacdo € composta por exsudato perivascular e
parenquimatoso de macrofagos, linfocitos, plasmocitos e, em menor grau, de
neutrofilos. Existem também nddulos microgliais na substancia branca e na cinzenta,
gliose astrocitica multifocal, necrose vascular e parenquimatosa, focos de
hemorragia recente e antiga, edema e amastigotas do T. cruzi em células gliais, em
macrofagos livres (LAZO et al., 1998) e em neurbnios (PINAZO et al., 2013). Além
disso, ja foi demonstrada meningite discreta ou moderada, com exsudato
mononuclear e neutrofilico, associada a encefalite (LAZO et al., 1998).

O acometimento cardiaco é a segunda manifestagdo mais comum
encontrada em pacientes com reativacdo da DC, ocorrendo entre 25% e 44% dos
casos. Os pacientes podem apresentar arritmias, derrame no pericardio,
descompensacao cardiaca aguda ou progressao acelerada da doenca cardiaca
cronica ja existente (BERN, 2012). A manifestacdo cardiaca mais observada é a
miocardite (BERN, 2012; FREITAS, et al., 2011). Estudos de necropsia sugerem que
grande parte dos pacientes com DC e HIV/AIDS tem doenca cardiaca clinicamente
silenciosa, apesar de terem focos inflamatorios associados cardiomiocitos infectados
pelo T. cruzi (PINAZO et al., 2013).

Microscopicamente, o coracdo apresenta infiltracdo focal ou difusa por
leucdcitos mononucleados, necrose focal de miocardiécitos e ninhos de amastigotas
de T. cruzi em miofibrilas. Em alguns casos podem ser observados neutrofilos e
eosinofilos. A inflamacgéo também pode atingir o epicardio e o endocardio (FREITAS,
et al., 2011).

Relatos isolados de reativagdo em outros Orgdos, tais como no trato
gastrointestinal também foram observadas, no entanto em menor frequéncia
(PINAZO et al., 2013). Lesdes na pele, eritema nodoso ou invaséo parasitaria no
peritdnio, estbmago ou intestino sdo manifestacdbes menos comumente observadas
na reativacao da DC na AIDS (FREITAS, et al., 2011; BERN, 2012).
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1.4 Mastocito, IL17 e CD31 na AIDS e na doenga de Chagas

Os mastoécitos sédo células do tecido conjuntivo, originadas de células
mesenquimatosas com granulos citoplasmaticos contendo proteinas (de LIMA
PEREIRA et al., 2009). Eles estdo envolvidos em uma grande variedade de funcdes
biolégicas e existe uma relacdo direta de causa e efeito entre a ativacdo de
mastoécitos e o inicio da ativacdo e proliferacdo de fibroblastos. Além disso, o0s
mastécitos podem participar diretamente no processo fibrotico através de sua
capacidade de produzir glicoproteinas da matriz extracelular (PINHEIRO et al.,
2003).

Pacientes portadores da forma digestiva apresentam uma série de sintomas
relacionados a obstrucdo do 6rgao, sendo a disfagia e constipacdo crbnica os
principais sintomas relacionados com megaes6fago e megacolon, respectivamente
(MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009). Sendo um dos fatores que contribui para a
patogénese dos megas em pacientes portadores de DC, a fibrose encontrada no
esb6fago e no colon, apresenta correlacao significativa com a presenca de infiltrado
de mastdcitos (PINHEIRO et al., 2003).

Na AIDS, o virus HIV e suas proteinas virais contribuem para a persisténcia
da inflamacado e consequentemente a ativagdo imunitéria, sendo um estimulo para a
deposicao de colageno (MALUF; BARROS; MACHADO FILHO, 2009) com distorcéo
da matriz extracelular, que se torna mais espessa e as vezes colabada (PAIVA et al.,
1996).

Com base na capacidade das células T CD4+ produzirem diferentes tipos de
citocinas que ativam os dois perfis da resposta imunolégica determina o perfil celular
Thl ou Th2. O conjunto de células Thl que inicia uma resposta imunitaria celular,
expressa principalmente IL2, IFN-y, TNF-a, e B-quimiocinas e estdo associadas a
respostas contra patogenos intracelulares. O conjunto de células Th2 que inicia uma
resposta imune humoral expressa a IL4, IL5, IL6, IL10 e IL13 e é capaz de
proporcionar protecdo contra patdogenos extracelulares, tais como bactérias e
parasitas. Estas citocinas, principalmente a IL4, promovem a ativacao de células B e
a producéao de anticorpos (REUTER; POMBO; BETTS, 2012).

Células Th17, um novo subconjunto funcional de linfécitos T CD4+ é uma
linhagem distinta de células Thl e Th2. As células Thl7 sdo caracterizadas pela

producdo de interleucina 17 (IL17) e desempenham um papel importante na
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resposta inflamatéria através da expresséo e liberacdo de citocinas inflamatorias e
recrutamento de neutrofilos (ELHED; UNUTMAZ, 2010) e contribuem diretamente
para a manutencdo da integridade da superficie das mucosas (REUTER et al.,
2012).

A relacdo entre as células Thl7 e a patogénese do HIV néo est4 totalmente
conhecida (SALGADO et al., 2011). As citocinas produzidas durante a infecgéo pelo
HIV contribuem para a ativacdo da resposta imune na infeccdo pelo HIV, com
grandes efeitos sobre os linfocitos na circulacdo e em varios tecidos que possuem
células infectadas pelo HIV (REUTER; POMBO; BETTS, 2012).

A fase aguda da infeccdo pelo HIV é um periodo de expressiva ativacao
imune e perda rapida de células T CD4+ nos tecidos, tais como no trato
gastrointestinal, porém o tratamento precoce com a terapia antirretroviral pode
reverter estes efeitos (KANWAR; FAVRE; McCUNE, 2010).

Em um estudo foi demonstrada a associacdo entre os niveis de células Th17
tanto na progressao da AIDS quanto na replicacao do HIV, onde a diminui¢do dessas
células ocasionou a deficiéncia no controle da replicacdo viral e consequente
desenvolvimento da AIDS (SALGADO et al., 2011).

Infeccdes cronicas por HIV estdo diretamente associadas ao sistema
digestério, prejudicando a permeabilidade e translocacdo microbiana. A IL17
desempenha um papel critico na regulacao da permeabilidade do epitélio intestinal e
controle de infeccBes por fungos e bactérias, além do aumento da secrecdo de
citocinas proé-inflamatérias que podem facilitar o surgimento de danos no tecido da
mucosa (NIGAM et al., 2011). A grave perda de células Th17 no inicio da infecgéo
pelo HIV pode ser uma causa significativa das alteracdes na mucosa diante da
resposta imune aos agentes patégenos (DANDEKAR; GEORGE; BAUMLER, 2010).

No entanto, pouco se sabe sobre a modulacdo das células Th1l7 durante as
infecgbes cronicas pelo HIV e ndo ha informagbes disponiveis sobre o estado
dessas células no tecido do colo retal, um dos principais locais de replicacdo do HIV
(NIGAM et al., 2011) além de existirem poucos estudos em necropsias avaliando
especificamente alteracdes gastrointestinais associadas a AIDS no Brasil. Portanto o
melhor conhecimento das alteracdes gastrointestinais associadas ao HIV e a AIDS

podera auxiliar nas condutas preventivas e terapéuticas (GUIMARAES et al., 2012).
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Na doenca de Chagas, estudos tém demonstrado que a inflamacgéo cardiaca
observada nos pacientes com DC na forma cardiaca esta associada com a presenca
de células T CD8* e citocinas inflamatorias. As respostas de IL17 tém sido
associados a patogénese de diversas doencas inflamatorias e doencas autoimunes,
embora estudos na infeccdo por T. cruzi experimental sugerem que esta citocina
estd associada a protecdo contra a infeccdo (MAGALHAES et al., 2013). Foi
realizado um estudo para avaliar a expressédo de IL17 por células T de pacientes
com a forma indeterminada e cardiaca da DC e investigar se existe correlacdo entre
a expressado de IL17 e funcdo cardiaca. Pacientes chagésicos cardiacos tiveram
menor frequéncia e intensidade da expressdo de IL17, em comparagdo aos
individuos ndo chagéasicos e chagéasicos na forma indeterminada (MAGALHAES et
al., 2013).

Durante a evolucdo da inflamacéo existe neoformacao vascular, formando
vasos a partir de vasos preexistentes. E uma caracteristica essencial dos processos
patolégicos e fisiolégicos, tais como desenvolvimento dos tecidos de granulacéao,
reparacao tecidual e cicatrizacdo de feridas (YAMANAKA et al., 2012). Durante o
quadro inflamatério existe expressdao de moléculas de adesdo, dentre elas a
molécula CD31, presente na membrana das células endoteliais, sendo importante no
recrutamento de leucdcitos circulantes para o local infectado. Sendo assim, a
expressdo de CD31 nas células endoteliais pode ser utilizada para determinar a
densidade de vasos sanguineos e angiogénese (YAMANAKA et al., 2012).

Tendo em vista que o numero de individuos contaminados com HIV tem
aumentado no mundo e a alta taxa de mortalidade nos pacientes coinfectados pelo
T. cruzi, torna-se necessario o melhor entendimento das lesfGes teciduais na
reativacado da DC diante da coinfeccéo pelo HIV. Isso colaboraria para o diagnoéstico
e abordagem terapéutica precoces reduzindo a taxa de mortalidade nesses

pacientes.
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2 HIPOTESE

No grupo com reativacdo da doenca de Chagas esperamos encontrar: maior
intensidade dos processos patoldégicos como inflamacdo, necrose, hiperemia,
hemorragia e edema; maior densidade de mastocitos; maior densidade de células
imunomarcadas por anti-IL17; maior densidade de vasos imunomarcados por anti-
CD31 e maior porcentagem de colageno no miocardio, no esdfago, no intestino

grosso e no cérebro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar avaliacdo histopatolégica e imuno-histoquimica do cérebro, do
miocardio, do eséfago e do intestino grosso de individuos necropsiados com doenca de
Chagas e/ou Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida comparando com individuos

controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ao analisar os cortes histologicos do cérebro, do miocardio, do esbéfago e do
intestino grosso dos individuos pertencentes aos grupos com AIDS e com reativacado
da doenca de Chagas (RE); com doenca de Chagas crbnica (CH); com AIDS e sem

doenca de Chagas (Al); e individuos controle (CO), tivemos como objetivos especificos:

e |dentificar processos patolégicos como inflamacdo, necrose, hiperemia,
hemorragia e edema no cérebro, no miocardio e na camada muscular do
esobfago e do intestino grosso;

e Determinar a porcentagem de colageno no miocardio e ha camada muscular do
esbfago e do intestino grosso;

e Determinar a densidade de mastocitos no cérebro, no miocardio e na camada
muscular do eséfago e do intestino grosso;

e Determinar a densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 no cérebro, no
miocardio e na camada muscular do es6fago e do intestino grosso;

e Determinar a densidade de vasos imunomarcadas por anti-CD31 no cérebro, no
miocardio e na camada muscular do es6fago e do intestino grosso;

e Correlacionar a densidade de mastécitos e densidade de células
imunomarcadas com anti-IL17 com a porcentagem de colageno no miocardio e

na camada muscular do eso6fago e do intestino grosso.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM), Uberaba/MG,
Brasil, sob o protocolo niumero 2635.

Foi realizado um levantamento retrospectivo de 326 laudos de necropsias
completas realizadas através da disciplina de Patologia Geral da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro, em Uberaba, Minas Gerais, Brasil, no periodo entre 1998 e 2012.

4.2 FORMACAO DOS GRUPOS

Durante a avaliacdo dos laudos, foram selecionados individuos que
apresentavam AIDS com reativacdo da doenca de Chagas (RE) (n=2), individuos
chagasicos crénicos sem AIDS (CH) (n=2), individuos com AIDS e sem doenca de
Chagas (Al) (n=2) e individuos sem doenca de Chagas e sem AIDS (CO) (n=2).

Os individuos foram classificados em brancos e ndo brancos, de acordo com a
cor da pele descrita no laudo de necropsia. Foram considerados ndo brancos os
individuos registrados, por exemplo, como negros, morenos, pardos ou mulatos. Foram
considerados chagasicos, os individuos que apresentarem pelo menos uma reacdo
soroldgica positiva para T. cruzi.

Foram incluidos no grupo experimental (RE) estudo todos os individuos com
reativacdo da doencga de Chagas na AIDS. Os critérios de exclusdo para os demais
grupos foram: a) casos em que nao foram encontrados fragmentos ou pecas
anatbmicas dos 6rgdos a serem analisados: cérebro, miocardio, es6fago e intestino
grosso; b) casos onde ndo foram encontrados os prontuarios clinicos; c) individuos
menores de 18 anos.

Dos individuos do grupo CH, um apresentava a forma digestiva
(megaes6fago) e um apresentava a forma mista (megaesbéfago, megacélon e
cardiomiopatia). Dos individuos do grupo RE, um deles apresentava a forma digestiva

(megacadlon) e outro a forma indeterminada.
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4.3 COLETA DOS FRAGMENTOS

Dos casos selecionados, foram obtidos fragmentos do miocardio, do cérebro,
do esdfago e do intestino grosso medindo aproximadamente 1x1xlcm. Foram
selecionados fragmentos referentes a esses érgaos, uma vez que sdo 0s 0rgaos que,
apresentam com maior frequéncia, alteracdes diante da infeccdo pelo T. cruzi e na
reativacdo da DC pelo HIV (MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009; STRASEN et al.,
2014). Os fragmentos foram retirados das seguintes regifes: a) coracdo: no terco
médio do miocardio do ventriculo esquerdo; b) cérebro: na porcdo frontal, na porcao
temporal e na porgéo occipital do lado esquerdo; c) intestino grosso: na regiao retro-
sigmoide; d) esdfago: na porcéo posterior. No intestino grosso e esdfago foram obtidos
fragmentos transversais abrangendo, mucosa, submucosa e camada muscular. Esses
fragmentos que j4 estavam fixados em formol foram desidratados, diafanizados e
incluidos em parafina. Cortes sagitais seriados de seis micrometros foram montados
em lamina histologica e corados pela Hematoxilina e Eosina (HE) para analise de
inflamacédo, pelo Picrossirius para quantificacdo da porcentagem colageno e pelo

Giemsa para determinacdo da densidade de mastocitos.

4.4 \DENTIFICACAO DE PROCESSOS PATOLOGICOS NOS CORTES
HISTOLOGICOS

As laminas coradas com HE foram utilizadas para identificar processos
patolégicos como inflamacao, necrose, hiperemia, hemorragia e edema. Em cada caso
foram analisados todos os campos dos fragmentos do miocardio, do cérebro,do
es6fago e do intestino grosso utilizando microscopio de luz (BIOVAL, Valéncia,
Espanha) e objetiva de 40x. Os processos patolégicos foram classificados em

discretos, moderados ou acentuados.

4.5 DETERMINACAO DA DENSIDADE DE MASTOCITOS

Para a determinacdo da densidade dos mastocitos foi realizada a quantificacéo

dessas células no cérebro, no miocardio, na musculatura do eséfago e na musculatura
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do intestino grosso. Foi realizada a quantificacdo dos mastdcitos em todos 0os campos.
A area de cada campo foi calculada com o auxilio de uma ocular micrometrada, e a

densidade de mastécitos, expressa em nlimero de mastdcitos por mm?.

4.6 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO

Para a determinacdo da porcentagem de colageno foi utilizado um sistema de
analise de imagem, constituido por um microscépio (Zeiss, Berlim, Alemanha), com
camera de captura de imagem AxioCam (Zeiss, Berlim, Alemanha) e um computador
com o software Axiovision (KontronEletronik, Berlim, Alemanha). Para a avaliacao
morfométrica do colageno, as laminas coradas pelo Picrossirius foram polarizadas com
filtro de luz. A imagem final foi aumentada 1.600x, com a imagem exibida no monitor do
computador. Foram avaliados todos os campos do miocérdio, da musculatura do
esbfago e da musculatura do intestino grosso. A quantidade de colageno foi expressa

em porcentagem de colageno por area em pm? .

4.7 REALIZACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA IL17 E CD31

Os cortes histolégicos destinados para a reacdo imuno-histoquimica foram
montados em laminas pré-tratadas com 3-aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e utilizados para a analise de IL17 e de CD31.

Para as reacfes imuno-histoquimicas, apos desparafinizacdo e reidratacédo, os
cortes histologicos foram lavados com PBS 0,01 M, pH 7,2, durante cinco minutos a
temperatura ambiente. A etapa seguinte foi a recuperagdo antigénica com calor umido.
As laminas foram encubadas com PBS e acido citrico durante 30 minutos. Para o
bloqueio de ligacdes inespecificas foi utilizado o PBS-BSA (Bovine Serum Albumin) 2%
durante 30 minutos, a temperatura ambiente.

Os anticorpos foram diluidos em BSA nas seguintes concentragdes: IL17(R&D,
Minnesota, EUA) (1:30) e CD31 (R&D, Minnesota, EUA) (1:50). Em seguida, os cortes
foram incubados com anticorpo primario diluido por 18 horas (overnight) a 4°C.

No dia seguinte, os cortes foram lavados duas vezes, com PBS e Tween20,

0,05% e tratados com metanol e peréxido de hidrogénio (H202) a 3% durante 15
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minutos para bloquear a peroxidase enddgena dos tecidos. Para a deteccdo dos
anticorpos foi utilizada a técnica de Avidina-Biotina conjugada com peroxidase
utilizando-se o Kit Lsab-plus (DAKO, Carpinteria, EUA). Os cortes foram incubados por
30 minutos com o link vermelho e posteriormente por 30 minutos com o link amarelo, a
temperatura ambiente.

A reacdo imuno-histoquimica de cada anticorpo foi visualizada utilizando
solucdo cromogena de diaminobenzidina — DAB (Sigma Chemical CO, Missouri, USA)
e H202, a qual foi aplicada e incubada durante sete minutos a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Em seguida, os cortes foram lavados em agua destilada,
contracorados com hematoxilina de Harris e as laminas montadas com Entellan (Merck,
Darmstadt, Germany). Os controles negativos foram obtidos por omissdo dos
anticorpos primarios. Como controle positivo foram utilizados cortes histolégicos de

granuloma periapical.

4.8 DETERMINACAO DA DENSIDADE CELULAS IMUNOMARCADAS POR ANTI-IL17
E DE VASOS IMUNOMARCADOS POR ANTI- CD31

As laminas imunomarcadas com anti-CD31 foram utilizadas para determinar a
densidade de vasos sanguineos e as laminas imunomarcadas com anti-IL17 foram
utilizadas para determinar a densidade de células imunomarcadas por esse anticorpo.
A determinacdo da densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31 e de células
imunomarcadas por anti-IL17 foi realizada no cérebro, no miocardio, na musculatura do
es6fago e na musculatura do intestino grosso. A determinacédo da densidade de células
imunomarcadas com anti-IL17 foi realizada também na regido cortical e medular do
cérebro.

Para a quantificacdo dos vasos sanguineos e das células imunomarcadas por
anti-IL17, foi utilizado um microscopio de luz comum (Nova Optical Systems, Utah,
USA), com objetiva de 40x e um sistema de analise de imagem com camera de captura
AxioCam (Zeiss, Berlim, Alemanha) e um computador com o software Axiovision
(KontronEletronik, Berlim, Alemanha). O nimero de vasos sanguineos imunomarcados
por anti-CD31 e de células imunomarcadas para anti-IL17 foi determinado em cada
campo. Para a determinacdo da area de cada campo a imagem foi projetada na tela do

monitor, sendo a area determinada automaticamente. Com a area de cada campo e o
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ndmero total de campos, foi possivel calcular a densidade de vasos imunomarcados
por anti-CD31 e de células imunomarcadas por anti-IL17 sendo expressa em numero
de vasos ou de células por milimetros quadrados.

Para as analises dos processos patoldgicos, da densidade de mastdcitos, da
porcentagem de colageno, da densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 e da
densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31 no cérebro, no miocéardio, na
camada muscular do eso6fago e do intestino grosso, foram analisados entre 100 e 300

campos em cada corte histologico.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o auxilio do software estatistico GraphPad
Prism 5 (GraphPad, San Diego, California, USA), e o teste de Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado para a avaliacdo da normalidade. A comparagdo entre 0os quatro grupos com
distribuicdo ndo-normal foi realizada através do teste Kruskal-Wallis. Para variaveis
gualitativas (masculino/feminino; branco/ndo branco) foi utilizado o teste exato de
Fisher. Para as correlacbes foi utilizado o software BioEstat 5.0 (Sociedade Civil
Mamirauéa, CNPq, Brasil) e realizado o teste de Spearman. O nivel de significancia
assumido foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Nao houve diferenca estatisticamente significante em relacdo a idade, ao
género e a etnia entre os individuos dos quatro grupos, demostrando distribuicao

homogénea (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo da idade, do género e da etnia de individuos dos grupos RE,
CO, Al e CH.

Grupos
RE (n = 2) CO(n=2) Al (n=2) CH(n=2)
a
dade B10s)"  500+156  51,0+24,0 31,0+11,3  650+127
Género® : : : :
o 1:1 1:1 1:1 1:1
Etnia® : : : :
B 2:0 1:1 2:0 2:0

Legenda: X: média; S: desvio padrao; M: masculino; F: feminino; B: branco; NB: n&do-branco;

RE: AIDS com reativacdo da doenga de Chagas; CH: doenca de Chagas cronica; Al: AIDS sem doenga de Chagas; CO:
gg'r:;?(lael.(ruskal—Wallis, K =3,08; p=0,38;

b Teste Exato de Fisher, P = 1,0; p > 0,05;

¢ Teste Exato de Fisher, P =1,0; p > 0,05.

No miocardio a densidade de mastocitos foi significativamente maior no grupo
CH quando comparado aos demais grupos. Ao analisarmos o es6fago e o intestino
grosso, observamos densidade significativamente maior de mastdcitos no grupo RE
guando comparado aos demais grupos (Figura 1B;Tabela 2).

A porcentagem de colageno foi significativamente maior no grupo CH quando
comparado aos demais grupos, tanto no miocardio como no intestino grosso. No
esbfago, a porcentagem de colageno foi significativamente maior no grupo CO quando
comparado aos demais grupos. A porcentagem de colageno foi significativamente
menor no grupo RE quando comparado ao grupo CO, tanto no esbéfago, como no
miocardio e no intestino grosso (Figura 1C;Tabela 2).

N&o houve correlagdo significativa entre a densidade de mastocitos e a
densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 com a porcentagem de colageno
nos grupos RE, CO, Al e CH (dados ndo demonstrados).

Ao analisarmos a densidade de células imunomarcados por anti-IL17,

encontramos densidade significativamente maior no intestino grosso e no miocardio
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dos individuos do grupo CH quando comparados aos demais grupos. No eséfago, a
densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 foi significativamente maior no
grupo Al quando comparado aos demais grupos (Tabela 2).

Houve maior densidade de vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31
no cérebro, no miocardio e no esdfago do grupo Al quando comparado aos demais
grupos, embora sem diferenca significativa. No intestino grosso, a densidade de vasos
imunomarcados por anti-CD31 foi maior no grupo CH, porém também sem diferenca

significativa entre os grupos (Figura 1F; Tabela 2).

Tabela 2 — Densidade de mastoécitos, porcentagem de colageno e densidade de células
imunomarcadas por anti-IL17 e de vasos imunomarcados por anti-CD31 no miocardio,
na musculatura do eséfago e na musculatura do intestino grosso dos grupos RE, CO,
Al e CH.

A A RE CcoO Al CH
Orgdos Parametros med (min-max) med (min-max) med (min-max) med (min-max)
Mastdcito 0 0 0 0
Cérebro CalkgEng . . i .
IL17* 0(0-34) 1(0-15) 4(0-16) 0(0-9)
CD31* 0(0-4) 0(0-3) 0(0-6) 0(0-4)
Mastécito* 0(0-2) 0(0-3) 0(0-10) 0(0-44)
Miocardio Colageno* 1,20(0,28-6,41) a 2,04(0,36-21,46) a 1,55(0,14-6,28) 2,04(0,33-77,04)
IL17* 0(0-6) 1(0-1) 1(0-25) 4(0-34)
CD31* 2(0-12) 1(0-8) 3(0-13) 2(0-17)
Mastdcito* 0(0-7) 0(0-12) 0(0-2) 0(0-3)
Esbfago Colageno* 2,33(0,34-27,82) b 6,94(0,67-27,21) b 2,52(0,17-42,59) 5,33(0,47-23,45)
IL17* 0(0-3) 0(0-8) 7(0-17) 2(0-11)
CD31* 2(0-9) 2(0-8) 2(0-12) 2(0-15)
Mastdcito* 0(0-10) 0(0-3) 0(0-3) 0(0-2)
Intestino Colageno* 0,97(0,15-5,97) ¢ 2,28(0,2-11,93) ¢ 0,92(0,18-4,88) 4,43(0,33-10,80)
Grosso IL17* 0(0-9) 0(0-1) 0(0-5) 5(0-19)
CD31 2(0-10) 1(0-10) 2(0-6) 1(0-13)

Legenda: med(min-max): mediana com valores minimo e maximo; RE: AIDS com reativacdo da doencga de Chagas; CH: doenga de
Chagas crdnica; Al: AIDS sem doenca de Chagas; CO: controle.

Teste Kruskal-Wallis; p<0,0001.

Asterisco (*) e letras semelhates indicam diferenga significativa para cada um dos parametros avaliados no mesmo érgao.

Os valores em negrito representam as maiores medianas encontradas.

Encontramos infiltrado inflamatério de mononucleares, necrose, hiperemia,
hemorragia e edema em todos os Orgaos de todos os grupos, poréem sem diferenca
significativa entre eles (Figura 1A). Nao encontramos o parasita T. cruzi em nenhum
orgao analisado.

N&do foram encontrados mastocitos no cérebro em nenhum dos grupos
estudados. A densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 no ceérebro foi

significativamente maior no grupo RE quando comparado aos demais grupos
(p<0,0001) (Figura 1E).
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Figura 1 - Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica no miocéardio, na musculatura
do es6fago e no cérebro dos grupos RE, Al e CH.
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A. Leucécitos exsudados no miocéardio (grupo CH) (HE 50x). B. Mastocitos na camada muscular do
esoOfago (grupo RE) (Giemsa 100x) C. Colageno no miocéardio (grupo CH) (Picrossirius néo-
polarizado 1600x) D. Coladgeno no miocardio (grupo CH) (Picrossirius polarizado 1600x) E.
Células imunomarcadas por anti-IL17 no cérebro (grupo RE) (imunohistoquimica, 1600x). F.
Vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31 no esbdfago (grupo  Al)
(imunohistoquimica,1.600x).
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6 DISCUSSAO

Os mastaocitos, derivados da medula éssea e circulantes nos vasos sanguineos
e linfaticos, migram para os tecidos, como musculo e mucosas, onde assumem
maturidade morfolégica e funcional, influenciados pelos fatores locais (MEUSER-
BATISTA et al., 2011). Uma das vias de ativacdo dos mastécitos € a ativagéo o sistema
complemento, que produz varios fragmentos, dentre eles C5a que ativa os mastécitos
durante a infeccdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Assim, em processos
infecciosos como na DC, a densidade dos mastdcitos € proporcional a evolucdo do
processo inflamatério (MEUSER-BATISTA et al., 2011). No presente estudo
observamos densidade significativamente maior de mastécitos no miocardio do grupo
CH quando comparado aos demais grupos. Esse achado esta de acordo com um
estudo que demonstrou grande densidade de mastocitos no miocardio dos chagasicos
(TAFURI et al.,, 2011) e com um estudo prévio realizado pelo nosso grupo onde
demonstramos densidade significativamente maior de mastocitos no miocardio de
pacientes chagéasicos cronicos quando comparados ao grupo controle (ROLDAO et al.,
2012).

No grupo RE a densidade de mastdcitos no miocardio foi menor que no grupo
CH talvez porgue nenhum dos individuos do grupo RE apresentava a forma cardiaca
da DC. No grupo CH um dos individuos apresentava a forma cardiaca da DC, o que
justificaria maior densidade de mastocitos no miocardio desses individuos. Portanto,
como a densidade de mastdcitos no coracdo de chagasicos esta associada a
insuficiéncia cardiaca (MEUSER-BATISTA et al., 2011), a maior densidade de
mastécitos no miocardio do grupo CH encontrada no presente estudo indicaria mau
prognostico da DC.

Ja foi demonstrado na literatura que nos pacientes chagasicos com AIDS existe
aumento da densidade de mastdcitos nos tecidos perivasculares contribuindo para a
instalacdo do quadro inflamatério (MALUF; BARROS; MACHADO FILHO, 2009). No
presente estudo, houve densidade significativamente maior de mastécitos no eséfago e
no intestino grosso do grupo RE quando comparado aos demais grupos. Sabe-se que
nos pacientes infectados pelo parasita T. cruzi e coinfectados pelo HIV, observam-se
niveis mais elevados da parasitemia do que naqueles que apresentam somente a DC
(PINAZO et al., 2013; FREITAS et al., 2011). Esse aumento da parasitemia estaria
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contribuindo para a maior gravidade da DC nos casos de reativagcdo quando
comparada a fase de infeccao inicial pelo T. cruzi (NIGAM et al., 2011).

Sabendo que no grupo RE um dos individuos apresentava megacoélon e o outro
a forma indeterminada da DC, e que no grupo CH os dois individuos apresentavam
megaesOfago e um deles apresentava também megacélon, a maior densidade de
mastécitos no esdfago e no intestino grosso do grupo RE indicaria envolvimento
desses oOrgaos na fase de reativacdo. Esse envolvimento estaria ocorrendo mesmo
sem evidéncias clinicas, pois nenhum dos individuos do grupo RE apresentava
megaesdfago embora o grupo apresentasse maior densidade de mastdcitos no
esb6fago quando comparado aos demais 6rgdos. Portanto, a maior da densidade de
mastécitos no eséfago e intestino grosso do grupo RE, encontrada no presente estudo,
sugere maior participacdo dos mastécitos nessas regides no quadro de reativacao
guando comparada a DC crbnica sem reativagao.

Na DC crbnica existe reacdo inflamatoria ativa e fibrosante com deposicéo
progressiva de fibronectina, laminina e colageno no intersticio levando a expansao e
distensdo da matriz extracelular (TAFURI et al., 2011). Na forma cardiaca da DC existe
comprometimento do miocardio com inflamacé&o cronica persistente e neoformacéo de
coldgeno permeando os feixes musculares (REIS et al., 2000; GURGEL et al., 2010).
Estudo prévio realizado pelo nosso grupo demonstrou maior porcentagem de colageno
no miocardio de pacientes com DC crbnica quando comparado ao grupo controle
(ROLDAO et al., 2012). J& na forma digestiva da DC cronica existe comprometimento
da camada muscular do intestino com reducéo da densidade de fibras neuronais na
musculatura, destruicdo do plexo mioentérico além da neoformagédo de colageno
(SILVEIRA et al., 2007). No que se refere a porcentagem de colageno, esses estudos
corroboram os achados do presente estudo, pois no grupo CH encontramos maior
porcentagem de colageno no miocardio e no intestino grosso quando comparado aos
demais grupos. Entretanto, no grupo CH ndo encontramos grande porcentagem de
colageno no esb6fago, embora os dois individuos apresentassem megaesofago,
discordando de outros estudos que ja demonstraram maior porcentagem de colageno
no eso6fago de individuos chagasicos (VAGO et al., 1996; MADY et al., 1997).

No grupo RE a porcentagem de colageno foi significativamente menor que o
grupo CO, tanto no esdfago, como no miocardio e no intestino grosso. Sabe-se que na
fase cronica da DC dificilmente se detecta o parasita no miocardio (REIS et al., 2000).

No entanto na reativacdo da DC pelo HIV, o sistema imunitario pode ser incapaz de



46

manter o controle na multiplicacdo do T. cruzi, elevando a parasitemia (SARTORI et al.,
2002) e consequente parasitismo celular (TAFURI et al.,, 2011). Sabendo que o T.
cruzi é capaz de produzir grande variedade de proteases capazes de degradar
proteinas da matriz extracelular (TAFURI et al., 2011), a menor porcentagem de
coldgeno encontrada no grupo RE poderia ser justificada pela elevada parasitemia e
consequente lise do colageno.

Embora ja tenha sido descrito na literatura que individuos chagasicos cardiacos
apresentam menor intensidade da expressao de IL17 em comparag¢do aos individuos
n&o chagasicos e chagasicos na forma indeterminada (MAGALHAES et al., 2013), no
presente estudo encontramos densidade significativamente maior de células
imunomarcadas por anti-lIL17 no miocardio e no intestino grosso dos individuos do
grupo CH quando comparados aos demais grupos. Sabendo que, no presente estudo
os individuos do grupo CH apresentavam a forma cardiaca e a forma digestiva com
megacolon e que a IL17 desempenha papel importante em numerosas respostas
imunes e inflamatorias (PARK; LEE, 2010), justifica o fato de termos encontrado maior
densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 nesses 6rgdos no grupo CH.
Nesses locais essa citocina estaria regulando a expressdo de varios mediadores
inflamatérios que incluem citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo, como ja
demonstrado em outro estudo (PARK; LEE, 2010), contribuindo assim, para a defesa
do hospedeiro frente a infeccdo pelo T. cruzi. Entretanto como no grupo RE
encontramos menor densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 quando
comparado ao grupo CH tanto no miocérdio, como no esbéfago e no intestino grosso,
levantamos a hipotese de que nos casos de reativacdo da DC a menor densidade de
células imunomarcadas por anti-IL17 nesses locais indicaria resposta imune deficiente
e mau prognéstico (DANDEKAR; GEORGE; BAUMLER., 2010; MIYAZAKI et al., 2010).
Além disso, como essa citocina esta associada com protecdo do organismo frente a
infeccdo pelo T. cruzi (MIYAZAKI et al., 2010), a menor expressao de IL17 no
miocardio, no esbdfago e no intestino grosso do grupo RE poderia favorecer o
surgimento de doencas oportunistas, como ja demonstrado em outro estudo uma vez
gue niveis normais de IL17 promovem a protecdo (VENKETARAMAN et al., 2011).

Entretanto no cérebro a densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 foi
significativamente maior no grupo RE quando comparado aos demais grupos,
sugerindo intensa atividade imunitaria cerebral frente a infeccao pelo T. cruzi. Embora

nao tenhamos encontrado na literatura estudos de IL-17 na reativacdo da DC, esses
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achados estdo de acordo com outros estudos que demonstraram que as lesbes
cerebrais durante a reativagdo da DC sédo as mais frequentes e as mais acentuadas
(DIAS; COURA, 1997). Como outros estudos demonstram que a IL17 estaria associada
a destruicdo tecidual (NIGAM et al., 2011), talvez no cérebro grande parte das lesbes
teciduais encontradas no grupo RE seja em decorréncia do aumento da expresséo de
IL17 nesse local.

Com a progressao da AIDS e o aumento da resposta inflamatoria e imune,
ocorre diminuicdo da quantidade de linfocitos nos tecidos, além da proliferacdo do
estroma vascular com aumento do niimero de vasos sanguineos (ALOS et al., 2005).
Esses achados estdo de acordo com o presente estudo, pois observamos maior
densidade de vasos sanguineos no cérebro, no miocardio e esdfago no grupo Al
guando comparado aos demais grupos. Portanto, nesses 0rgaos, a maior densidade de
vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31 nos individuos com AIDS estaria
associado ao processo inflamatdrio em decorréncia da infec¢do pelo HIV. Entretanto,
como no intestino grosso nao houve diferenca significativa entre os grupos com relacao
a densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31, acreditamos que nesse 6rgao
nao estaria acontecendo proliferacdo vascular associada a nenhum dos casos de
infeccéao.

Durante a evolugdo da inflamacédo existe neoformacdo vascular, formando
vasos a partir de vasos preexistentes, além da expressdo de moléculas de adeséo,
dentre elas da molécula CD31, presente na membrana das células endoteliais
(YAMANAKA et al., 2012). Embora na DC crbnica exista inflamagao persistente com
neoformacéo de colageno e de vasos sanguineos (HENRIQUES-PONS; PINTO, 2007),
nao encontramos maior densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31 no grupo
CH e no grupo RE. Como ndo encontramos na literatura estudos a respeito da
expressdo de CD31 na DC, acreditamos que outras moléculas de adesao estariam
envolvidas no processo inflamatorio nessa doencga, dentre elas o aumento dos niveis
de Soluble Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (s-PECAM-1) como ja
demonstrado em outro estudo (LAUCELLA et al., 2001).

Encontramos inflamacao, necrose, hiperemia, hemorragia e edema em todos
0s orgaos de todos os grupos, no entanto sem diferenca estatistica entre 0s grupos.
Embora n&o tenhamos encontrado na literatura estudos que fizeram comparacédo entre
processos patoldgicos em tecidos de individuos com reativacdo da DC, existem relatos

de casos isolados que ja demonstraram inflamacao, necrose, hemorragia e edema no
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cérebro desses pacientes (LAZO et al., 1998; PINAZO et al., 2013). No presente estudo
ndo encontramos parasitismo nos tecidos analisados embora ja tenha sido descrito
parasitismo em varios 6rgdos na DC (LOPES et al, 2000), inclusive parasitismo
cerebral nos casos de reativacdo da DC com acometimento de neurdnios, células gliais
e macrofagos livres (LAZO et al., 1998; PINAZO et al., 2013).

Ao analisarmos o cérebro, observamos inflamacdo constituida por exsudato
perivascular de mononucleares, com hiperemia, edema, hemorragia e necrose. Nao
foram encontrados mastécitos no cérebro em nenhum dos grupos estudados. Embora
ndo tenhamos encontrado relato de mastocitos no cérebro de individuos com
reativacdo da DC, nossos achados estdo de acordo com outros estudos que
demonstraram infiltrado inflamatério mononuclear, hemorragia e necrose no cérebro de
individuos com reativacdo da DC (LAZO et al., 1998; DIAS; COURA, 1997). No
entanto, embora ndo tenhamos encontrado ninhos de T. cruzi em nenhum 6érgdo
analisado, estudos j& demonstraram infeccdo cerebral por esse parasita em células
gliais, em macrofagos livres (DIAS; COURA, 1997; LAZO et al., 1998) e em neurdnios
(PINAZO et al., 2013).

Desta forma, a hipotese de que no grupo RE haveria maior densidade de
células imunomarcadas por anti-IL17 no cérebro, no miocardio, na musculatura do
es6fago e na musculatura do intestino grosso, foi confirmada apenas no cérebro. Além
disso, a hipétese de que haveria maior densidade de mastdcitos em todos os 6rgaos
analisados do grupo RE foi confirmada apenas no es6fago e no intestino grosso. As

demais hipoteses foram rejeitadas.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, as lesbBes cerebrais encontradas nos individuos com
reativagcdo da DC e a maior densidade de células imunomarcadas por anti-IL17 no
cérebro sugere que essa citocina estaria intensificando o quadro inflamatério local com
consequentes danos teciduais em decorréncia da inflamacdo. Além disso, nesses
individuos, a maior densidade de mastocitos no eséfago e no intestino sugere que
essas celulas estariam exercendo atividade relevante no processo inflamatério

esofagico e intestinal.
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TITULO DO PROJETO: AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E IMLINU!IIS‘I'()Ql,IiMI(‘A DA LINGUA,
ESOFAGO. ESTOMAGO. INTESTINO GROSSO E INTESTINO DELGADO DE PACIENTES AUTOPSIADOS COM
DOENCA DE CHAGAS E/OU SINDROMI DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: 5 \NIVIA APARECIDA DE LIMA PEREIRA
INSTITUIGAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM:11/04/2013
PROTOCOLO CEP/UFTM: 2635

PARECER

De acordo com as disposigdes da Resolugdo CNS 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de pesquisa aprovado, na forma (redagao e metodologia) como foi
apresentado ao Comité.

Conforme a Resolugio 19696, o pesquisador responsavel pelo protocolo deverd manter
sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentagdo referente ao protocolo
(formulario do CEP, anexos, relatorios e/ou Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos —
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento ao CEP e/ou a Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP.

Toda e qualquer alteragdo a ser realizada no protocolo devera ser encaminhada ao CEP,
para anélise e aprovagao.

O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apos o inicio da realizagdo do
projeto.

Ubcraba, 13 de setembro de 2013.

59



