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RESUMO

Nas Américas milhdes de pessoas sdo portadoras da doenca de Chagas causada
pelo Trypanosoma cruzi. A cardiopatia chagésica cronica é a forma mais grave da
doenca, caracterizada por les6es no miocardio associadas a processo inflamatorio
e fibrose que muitas vezes evoluem para progressiva diminuicdo das funcdes
cardiacas. A doenca de Chagas durante o envelhecimento pode ter aspectos
especificos que precisam ser mais claramente entendido. O objetivo do estudo foi
descrever a relagdo da angiogénese e da densidade de mastocitos com a fibrose
miocardica em idosos portadores de cardiopatia chagasica crénica. Para tanto
foram selecionados fragmentos do ventriculo esquerdo de pacientes autopsiados
no Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Formou-se
guatro grupos, idosos com cardiopatia chagasica — 6 (ldoso CC); idosos sem
cardiopatia chagasica — 5 (Idoso SC); Nao-idosos com cardiopatia chagasica — 5
(ndo idoso CC); Nao-idosos sem cardiopatia chagasica - 5 (ndo idoso SC).
Realizou-se a técnica de picrosirius para quantificacdo da porcentagem do
colageno sob luz comum e objetiva de 10x. A imunohistoquimica foi realizada para
obtencdo da densidade de mastdcitos utilizando o anticorpo monoclonal
antitriptase, e para a densidade de vasos sanguineos o anticorpo monoclonal
CD34, ambas foram avaliadas sob luz comum e objetiva de 40x. A porcentagem de
colageno foi significativamente maior no grupo de idosos CC, quando comparada
aos outros grupos (p=0,003). A densidade de mastdcitos foi maior no grupo de
idosos CC, mas sem diferenca significativa (p=0,226). A densidade de vasos
sanguineos foi menor no grupo de idosos CC e sem diferenca significativa
(p=0,224). Portanto, foi verificada no grupo de idosos CC maior quantidade de
colageno, e ainda, maior densidade de mastocitos e menor densidade de vasos
sanguineos, embora nao significativa, que provavelmente estéo relacionados com a
etiopatogénese das lesbes miocardicas na cardiopatia chagéasica crbnica durante o

envelhecimento.

Palavras Chave: Cardiopatia chagasica, envelhecimento, fibrose, mastocitos e

vasos sangu ineos.



ABSTRACT

In Americas million people are carriers of Chagas disease caused by Trypanosoma
cruzi. Chronic chagasic cardiopathy is the most severe form of the disease,
characterized by lesions in the myocardium associated with inflammation and
fibrosis which often evolve to progressive decrease of heart function. Chagas’
disease during aging may have specific aspects that require further studies. The aim
of the study was to describe the relationship of angiogenesis and mast cell density
with myocardial fibrosis in elderly patients with chronic Chagas' disease. To reach
this goal we selected left ventricular fragments of autopsied patients at the Clinical
Hospital, Federal University of Triangulo Mineiro. The samples were divided into
four groups: elderly with chagasic cardiopathy - 6 (CC elderly); elderly without
chagasic cardiopathy - 5 (SC elderly); Non-elderly with chagasic cardiopathy - 5 (no
elderly CC); Non-elderly without chagasic cardiopathy - 5 (no elderly SC). Picrosirius
red staining was performed for quantifying the percentage of collagen in common
light and 10x magnification. Immunohistochemistry was performed to obtain the
mast cell density, using antitriptase monoclonal antibody, and the density of blood
vessels, using CD34 monoclonal antibody. The samples were evaluated under
common light and at 40x magnification. The percentage of collagen was significantly
higher in the elderly CC group compared to the other groups (p = 0.003). The
density of mast cells was higher in elderly CC group, but no significant difference (p
= 0.226). The density of blood vessels was lower in the elderly CC group and no
significant difference (p = 0.224). Therefore, in elderly CC group there was more
collagen, and also higher density of mast cells and lower density of blood vessels,
although not significant, which are probably associated to the etiopathogenesis of

myocardial lesions in chronic Chagas' disease during aging.

Keywords: Chagasic cardiopathy, aging, fibrosis, mast cells and blood vessels.



1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Epidemiologia, Etiologia e Evolucéo Clinica da Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descrita a mais de cem anos por Carlos Chagas, tem
o envolvimento do coracdo e suas complicacbes como a principal causa de
morbidade e mortalidade (koberle, 1974; Prata, 2001). Nos paises da América
Latina a doenca é endémica, com aproximadamente 8 milhdes de pessoas
infectadas e 14.000 mortes anuais. Ela é reconhecida pela Organiza¢cdo Mundial
da Saude como uma das 17 doencas tropicais negligenciadas do mundo,
constituindo um problema de saude publica na América Latina (WHO, 2010;
Nunes et al., 2013).

A endemia da doenca de Chagas esta relacionada com circunstancias
habitacionais e sdcio-econdémicas precarias no inicio da vida, onde a maioria dos
individuos contrai a doenca com menos de 20 anos de idade (Coura et al., 2009;
Prata, 2001). Novos casos da doenca tém sido notificados em paises nao
endémicos, como Estados Unidos, Canada, Espanha e Suica devido a migracao
populacional e estdo relacionados a transmissdo congénita e/ou transfusional,
tornando-se um problema emergente também nessas regibes (Rassi, 2010;
Gascon et al., 2010).

A doenca de Chagas tem como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), que é transmitido para o hospedeiro por insetos triatomineos (Chagas,
1909). A transmissédo pode ocorrer também, pela via oral por meio da ingestao
de alimentos contaminados com excretas do parasito, transfusdo de sangue,
transmissao congénita, 6rgaos transplantados e acidentes laboratoriais (Prata,
2001; Punukollu et al., 2007). O T. cruzi € um protozoario hemoflagelado que
apresenta um ciclo de vida em trés formas: tripomastigota metaciclica;

amastigota e epimastigota, conforme figura 1 (Andrade et al., 2000).
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Figura 1 — Ciclo de transmissdo do T. cruzi pelo inseto vetor e ciclo de vida no
hospedeiro. Apds a picada do vetor ocorre uma reac¢ado no tecido subcutaneo, sinal de
romand e/ou chagoma. Tripomastigotas invadem o citoplasma das células do
hospedeiro e transformam em amastigota que iniciam a replicacdo, e quando a célula
estd cheia de amastigota, transformam em tripomastigota com o crescimento de
flagelos. Estes tripomastigotas lisam a célula infectada e invade tecidos adjacentes, se
espalham por meio dos vasos linfaticos e corrente sanguinea para locais distantes,
principalmente células do musculo (cardiaco, liso e esquelético) e células ganglionares,
onde se iniciam novos ciclos de multiplicagdo intracelular. Adaptado de Rassi Jr et al.,
2010.

Programas nacionais para o controle da transmissao vetorial e transfusional
no Brasil tém sido eficientes nos ultimos anos, porém as formas de transmissao
vertical e oral ganharam importancia epidemiologica (Dias, 2009; Kapelusznik et
al., 2013). A incidéncia da doenca de Chagas vem diminuindo progressivamente
com intervencdes de controle (Coura et al., 2009), mas com o crescimento do
envelhecimento populacional, houve uma predisposi¢cdo no aumento do nimero
de adultos ja contaminados por T. cruzi que chegaram a velhice (Lima-Costa et
al., 2011). A distribuicdo percentual dos idosos portadores de doenca de Chagas
no atendimento do servico de referéncia do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas aumentou passando de 7,4% entre 1980 a
1984 para 17,2% entre 2000 a 2005 (Guariento et al., 2011).

individuo quando contaminado pelo T. cruzi contrai a doenca de

Chagas que apresenta duas fases ao longo da vida até a sua morte: fase aguda



e fase cronica (Andrade, 1999). A fase aguda inicia-se com a transmisséo do
parasito pelo vetor, causando uma reacao inflamatéria no tecido subcutaneo
com edema local e endurecimento, pode ser observado também, linfadenopatia
e hepatoesplenomegalia (Rassi et al.,, 2010; Machado et al., 2012). Apés o
sétimo e o décimo dia de contagio, pode aparecer manifestacfes clinicas tais
como, febre, sudorese, mialgias, nauseas, erupcdo cutanea, irritacdo meningea
e diarréia que perduram de 4 a 8 semanas (Dias, 1995; Coura, 2007). Esta fase
€ marcada por um elevado numero da forma tripomastigota do parasito no
sangue, capaz de infectar varios tecidos como musculo liso, 6rgdos linfoides,
tecidos nervosos e glandulas com intenso parasitismo tecidual (Chagas, 1909;
Andrade et al., 2000). A resposta imune inata e adaptativa contra o T. cruzi é
ativada a fim de obter um controle imunoldgico do parasito no organismo do
individuo (Teixeira et al., 2002).

A fase crbnica comeca de dois a quatro meses apos o inicio da infecgao,
com baixo parasitismo e niveis de anticorpos elevados e persistentes no
hospedeiro (Chagas, 1909; Andrade et al., 2000). Durante esta fase, o individuo
pode apresentar a forma indeterminada ou a forma determinada com
comprometimento cardiaco, digestivo, neurologico e/ou misto (Mangone et
al.1994; Ribeiro & Rocha, 1998; Coura 2007; Ribeiro et al., 2012).

A forma indeterminada € assintomatica, sem alteracdes radiogréaficas e no
eletrocardiograma, sendo identificada por sorologia positiva para T. cruzi
(Higuchi et al. 1995). A ressonancia magnética cardiaca pode ser uma
modalidade Uutil para avaliar a morfologia e funcdo cardiaca na doenca de
Chagas (Rochitte et al., 2007), tais como a carga energética do miocardio e
metabolismo ( Leme et al., 2010), fibrose (Ribeiro et al., 2012; Regueiro et al.,
2013). O individuo pode permanecer nesta forma por décadas (Ribeiro et al.,
2012) e apos 20 a 40 anos pode evoluir para a forma determinada. Na forma
determinada, a forma digestiva geralmente evolui com disfuncéo gastrointestinal,
principalmente megaeséfago, megacolon ou ambos ocorrendo em 10 a 15% dos
casos (Rassi et al., 2010; Rossi et al., 2010). A forma neurolégica gera
manifestacbes como meningoencefalite multifocal e lesdes no sistema nervoso
autbnomo. Estas lesfes no sistema nervoso sao caracterizadas por ganglionite,
periganglionite, neurite e perineurite crbnica, que contribuem para a destruicao

neural na fase crénica com intensidade variavel de caso para caso (Lopes et al.,



1997). A forma cardiaca é a mais grave e frequente com incidéncia de 20 a 30%
dos individuos (Higuchi et al., 2003).

1.2 Cardiopatia Chagasica Cronica

Na cardiopatia chagésica crénica € comum manifestacdes clinicas como
arritmias, taquiarritmias, cardiomegalia, tromboembolismo, insuficiéncia cardiaca
e morte subita (Laranja et al.,1956; Rossi, 1998; Rassi, 2000; Prata, 2001;
Marin-Neto et al., 2010;).

O aumento de volume e peso do coracéo, hipertrofia, dilatacdo global do
orgao, formacao de aneurismas apical (Rossi, 1991; Lopes et al., 1997; Andrade
1955; Reis, 2000), fibroelastose endocardica, epicardite, espessamento fibroso
e/ou arterosclerose na valva aértica e mitral, e trombose (Oliveira et al., 2007)
sdo caracteristicas macroscopicamente observadas na cardiopatia chagasica
cronica. Microscopicamente, as lesbes no miocardio constituem-se de infiltrado
inflamatdério mononuclear com a presenca de macrofagos (Andrade et al., 1989),
linfocitos T CD8, CD4 (Higuchi et al., 1993) e mastocitos (Almeida et al., 1975;
Meuser-Batista et al., 2008; Rodao et al., 2012), associado a fibrose difusa e
acentuada (Rossi, 1998). Além de hipertrofia e necrose de miocardiocitos,
destruicdo de neurdnios (Koberle, 1968; Milei et al., 1996) e escassez ou
auséncia de parasito (Andrade et al., 1989).

A fisiopatologia da cardiopatia chagasica crbnica € complexa e algumas
teorias s@o propostas para explicar a progressdo da forma clinica da doenca.
Dentre elas estdo a persisténcia do parasito, a autoimunidade, a neurogénica e
as alterac6es microvasculares (Rossi, 1990; Marin-Neto et al., 2007; Machado et
al., 2012).

A presenca do parasito em locais especificos no hospedeiro infectado
desencadeia o processo inflamatorio local causando lesGes teciduais acentuada
na fase aguda (Andrade et al., 2000). Porém, o mecanismo pelo qual o parasito
causa lesfes teciduais na fase cronica é obscuro, possivelmente o DNA e
antigeno do parasito pode persistir, sendo a provavel causa de estimulacdo da
resposta imune (Andrade, 1955; Laranja et al., 1956; Pereira et al., 1992; Biolo

et al., 2010). Durante a fase crbnica, em pacientes imunocompremetidos o



parasito pode reativar a sua mutiplicacdo e a proliferacéo intensificando o seu
guadro clinico (Simdes et al., 1995; Prata, 2001).

A auto-imunidade ocorre como uma exposicdo secundaria do antigeno,
seguido por sensibilizacdo no ambiente inflamatério. O minetismo molecular em
gue células T e B reconhecem antigenos parasitarios que compartilham epitopos
estruturalmente similar com antigenos do hospedeiro, gerando uma resposta
imune reativa. Pode ainda, ocorrer ativacao policlonal que leva a producédo de
auto-anticorpo (Higuchi et al., 1993; Cunha-Neto et al., 2006; Marin-Neto et al.,
2007; Biolo et al., 2010).

A teoria neurogénica seria uma consequéncia de lesdes direta do parasito
nos neurdnios, com degeneracdo periganglionar, causada por reagdo autoimune
antineural (Santos et al., 1979; Santos et al.,1981). Tais eventos promovem
lesdes no sistema autbnomo parassimpatico e disfuncdo ventricular sistolica e
diastdlica (Souza et al., 1988; Ribeiro et al, 2001), aumentando
progressivamente a vulnerabilidade e malignidade de arritmias e morte subita
(Baroldi et al., 1997). Disturbios autonémicos parassimpaticos privam a acéo
exercida pelo n6 sinusal, comprometendo a frequéncia cardiaca e alterando a
pressao arterial que contribuem para desarranjos autondémicos que podem
desencadear microespasmos (Amorim & Marin-Neto, 1995; Biolo et al., 2010).

Alteracbes microvasculares ocorrem associadas ao processo inflamatorio
perivascular (Marin-Neto et al., 2007), resultando em manifestacbes como
microespasmo, microtrombos (Higuchi et al., 2003), disfuncdo de células
endoteliais, aumento de plaquetas ativadas e nivel elevado de tromboxano
(Marin-Neto et al., 1992; Tanowitz et al., 1996). Estes fenbmenos colaboram
para lesdo dos miocardiécitos e formacéao de fibrose progressiva na fase crénica
(Higuchi et al., 2003). Vasodilatacdo e vasoconstricdo anormal (Laranja et al.,
1956; Koberle, 1968;Torres et al., 1941; Higuchi et al., 1999), contribuem para
disturbios isquémicos, reperfusdo de baixa intensidade (Ro0ssi,1990) e
exarcebacédo das les6es como necrose dos miocardiocitos e formacao de fibrose
(Marin-Neto et al., 1992).

Fatores como a carga parasitaria, cepa do parasito, tropismo tecidual, tempo
de contaminacao e genética do hospedeiro estéo relacionados com a eficacia da

resposta imunoldgica no individuo (Higuchi et al., 2003; Marin-Neto et al., 2007).



A resposta imunoldgica na cardiopatia chagasica cronica apresenta uma
dindmica composta por varias células envolvidadas na resposta imunoldgica,
dentre elas macrofdgos e mastécitos que produzem citocinas pro-inflamatorias
Thl, tais como TNF-q, e IFN-y, que tem um papel importante no controle do
parasito (Campos & Gazzinelli, 2004; Machado et al.,, 2012), por induzir
producdo de oxido nitrico (Machado et al., 2000). Nivel elevado de TNF-a no
plasma, presenca de citocinas Thl principalmente IFN-y, e supressdo de
citocinas Th2 sdo descritos em pacientes com cardiomiopatia chagasica crénica
e reflete a gravidade na insuficiéncia cardiaca (Machado et al., 2012; Marin-neto
et al., 2007).

1.2.1 Fibrose

A fibrose é uma lesdo que ocorre na cardiopatia chagasica crénica que esta
associada a processo inflamatorio e outras lesdes miocardicas, como
degeneracdo e necrose dos miocardiécitos (Andrade, 1978; Andrade et al.,
1989; Biernacka e Frandogiannnis, 2011). Para proporcionar uma reparagcao e
remodelacao progressiva do 6rgdo ocorre um aumento na sintese de colageno
com formacao de uma fibrose intersticial densa e difusa, em grau e localizac&o
variavel, mas sempre presente, que afeta diretamente a morfologia e o
desempenho funcional do coracdo. Além disso, em muitas areas, a fibrose
ocorre de forma intensa e difusa substituindo miocardiocitos (Rossi, 1991; Rossi,
1998).

Na cardiopatia chagasica crbnica a fibrose € uma consequéncia da reacéo
inflamatdria devido ao dano citotoxico direto ou indireto, mediado por células do
sistema imune (Rossi, 1998; Meuser-Batista et al., 2008; Rassi Jr et al., 2009)
incluindo macrofagos, mastocitos e linfécitos T. Um desequilibrio nos fatores
pré-inflamatérios e anti-inflamatérios com a participacdo de quimiocinas,
citocinas, espécie de oxigénio reativa (ROS) e estresse oxidativo influenciam na
progressdo e remodelacdo da cardiopatia chagéasica crénica (Machado et al.,
2012). Na infeccdo cronica, devido ao baixo parasitismo, a possivel causa
dessas lesdes seriam injurias no miocardio provocadas pela apresentacdo
continua do antigeno do T. cruzi com uma resposta imune reativa; e/ou
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distarbios microvasculares e isquémicos devido a agregacdo de plaguetas e



obstrucéo de capilares no miocardio, conforme figura 2 (Andrade, 1999; Biolo et
al., 2010).

Infecgdo pelo T. cruzi

Cronica baixo parasitismo
1

| 1

Apresentagdo continua de antigeno Resposta imune reativa
LesGes tecido nervoso Les®es no miocardio
l e fibrose Disturbio microvascular
Envolvimento
da regulacdo
hemodinamica

l Isquemia no miocérdio

Arritmia cardiaca \
Morte subita /

Figura 2 — Patogénese da cardiopatia chagasica crbnica. Os Principais mecanismos séao
a persisténcia do parasito e a resposta imunolégica, ambos causam lesdes no
miocérdio e fibrose com remodelacédo progressiva do 6rgao e arritmia cardiaca. Lesdes
no tecido nervoso e distirbios microvaculares contribuem para promog¢ao e
remodelacdo progessiva do 6rgdo, provocando arritimia cardiaca e 0 aumento do risco
de morte subita. Adaptado de Biolo et al., 2010.

Remodelagdo progressiva e falha cardiaca

Lesbes nos miocardiocitos potencializam a producéo e liberacdo dos fatores
de crescimento beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF), contribuindo para a fibrose, por meio da presenca constante de
inflitrado inflamatério com células T e macrofagos. Macréfagos quando ativados
por citocinas produzem indutores potentes de fibrose, tais como TGF-p e PDGF
(Kovacs, 1991; Rossi, 1998). Além disso, aumentam a producéo de endotelina-1
por miocardidcitos relacionada com a disfuncao ventricular e comprometimento
funcional do 6rgao (Wei et al ., 1994; Sakai et al., 1996; Rossi, 1998), indicando
gue os peptideos destas células também poderiam contribuir para a fibrose do
miocardio por reforcar a sintese de colageno (Kahaleh, 1991; Rossi, 1998).

O PDGF ¢ sintetizado por varias células, tais como, células endoteliais,
células do musculo liso e macréfagos. Ele atua no mecanismo de proliferacdo e

diferenciacao de fibroblasto na matriz extracelular (Scotton, 2007).



Peptideos pro-fibrogénicos sao produzidos pela resposta imune e
inflamatoria facilitando efeitos que perpetuam durante a fibrose. Uma citocina
pré-fibrogénica importante € o TGF-B (Wynn, 2008), que quando liberado tem o
potencial de produzir fibrose, estimulando fibroblastos a produzir proteinas na
matriz extracelular, como colageno e fibronectina. Além disso, o TGF-B tem a
capacidade de diminuir a producdo de enzimas que degradam a matriz
extracelular (Brandan et al., 2008; Zhu et al., 2007). Aumento da expresséo do
TGF-B foram relatados durante o envelhecimento, provavelmente para ativacao
e sinalizacdo que desencadeia a fibrose (Cencetti et al., 2010). A sinalizacdo de
TGF-B é constitutivamente ativa em progenitores genéticos envelhecidos, o que
pode explicar o aumento da fibrose no envelhecimento (Mann et al., 2011).

Varios mediadores quimicos, como IFN-y e TNF-a, podem influenciar no
desenvolvimento da fibrose e hipertrofia na cardiopatia chagasica cronica, por
meio da modulacdo da expressdo génica de proteinas nos miocardiécitos e
fibroblastos produzindo efeitos ndo-imunolégicos (Cunha-Neto et al., 2009).

O aumento de colageno intersticial na cardiopatia chagasica crbnica, pode
prejudicar o relaxamento ventricular e reduzir progressivamente a conformidade
do miocardio, o que aumenta a pressao atrial esquerda associada a disfuncéo

diastdlica e sistolica (Nunes et al., 2009; Ribeiro et al., 2012).

1.2.2 Mastocitos

Os mastoécitos sdo células hematopoiéticas envolvidas na resposta
inflaméatoria, na formacao de tecido de granulacéo, na cicatrizacdo de lesdes, na
angiogénese, na remodelacdo do tecido (Farahani et al, 2010), nas reacdes
alérgicas, inflamacdes cronicas e respostas imunes inata e adaptativa mediada
por células T (Theoharides et al., 2004; Metz et al., 2007; Metz et al., 2008).
Alguns estudos relatam a participacdo de mastocitos na fibrose de lesdes na
mucosa da cavidade oral (Farahani et al. 2010) e em queldide (Ammendola et
al., 2013). Na doenca de Chagas, ha um aumento do nimero de mastocitos em
orgaos como o coracao (Almeida et al., 1975), es6fago (Pereira, 1972) e célon
(Pinheiro et al., 2003). No entanto, ndo foram encontrados trabalhos especificos
avaliando a relacdo de mastocitos e angiogénese com o aumento da fibrose em

individuos idosos com cardiopatia chagasica cronica.



Em modelos experimentais com a doencga de Chagas, observou-se um
aumento do numero de mastocitos em areas de reinoculacdo com T. cruzi na
pele de ratos (Menezes & Alcantara, 1965), na submucosa e musculatura do
intestino em ratos com a doenca cronica (Tafuri e Brener, 1967). Em ratos
albinos, os mastdcitos apresentavam-se ausentes ou raros na fase aguda da
doenca (Chapadeiro et al., 1988).

Os mastocitos podem responder a estimulos diferentes, e assim,
participar em uma ampla variedade de processos fisiol6gicos e patoldgicos,
dependendo da sua ativacdo por uma variedade de receptores. No entanto, a
ativacdo de mastécitos é dependente de IgE, por meio da agregacdo de
antigeno dependente de IgE e do receptor de alta afinidade de IgE, FceR (Galli
et al., 2005). Os mastécitos sao células efetoras importantes em respostas
imuntarias associada a IgE, incluindo resposta imune contra parasito (Galli et al.,
2008). Mastocitos contém granulos com histamina, mediadores lipidicos e
protease como a quimase e a triptase, que quando ativados entram em processo
de degranulacédo destes mediadores pré-formados que estdo armazenados em
seus granulos (Kalesnikoff e Galli, 2008; Farahani et al. 2010; Overed-Sayer et
al.,, 2014 ). Apos a degranulacdo ocorre o metabolismo de fosfolipidios e os
mastocitos serdo capazes de sintetizar e secretar mediadores quimicos como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, incluindo o TGF-, TNF-a, PDGF,
FGF e VEGF (McNeil, 1996; Scott & Stockham, 2000; Lappalainen et al., 2004;
Kumar e Sharma, 2010; Farahani et al. 2010; Overed-Sayer et al., 2014), que
estimulam a proliferacdo de miofibroblastos e a sintese de colageno
(Garbuzenko et al., 2002).

Os mastocitos também induzem a angiogénese (Ribatti et al., 1999;
Patruno et al., 2009; Ranieri et al., 2009), por meio de varios fatores pro-
angiogénicos classicos, tais como o fator de crescimento endotelial vascular e
fatores pro-angiogénicos ndo classicos, tais como triptase e quimase (Norrby,
2002; Somasundaran et al., 2005; Ribatti et al., 2011).

1.2.3 Angiogénese

Angiogénese € o processo de formacao de vasos sanguineos a partir de

vasos pré-existentes, que ocorre em condicdes fisiologicas e patolégicas com a



participacdo de inUmeras moléculas que estimulam e inibem a formacdo dos
neovasos (Risau, 1995; Carmeliet, 2003). Ela é um fenémeno fundamental e
necessario em eventos como a organogénese e diferenciacdo durante a
embrinogénese, cicatrizacdo de feridas e processo de fibrose (Chen, 2009;
Johnson & Dipietro, 2013).

Novos vasos sanguineos sdo formados por um conjunto de eventos
bioguimicos composto por células endoteliais, macréfagos, mastocitos e
fibroblastos que sdo atraidos para a area da lesdo por fatores angiogénicos
(Chang et al., 2004). A angiogénese envolve um processo dinamico e complexo
de diversas vias de sinalizacao intercelulares com interacdo de fatores pré-
angiogénicos VEGF, TGFB, Agn-1, TNFa, heparina e histamina (Maltby et al.,
2009).

Em situacGes dependente de angiogénese, 0s mastdcitos estado presentes
(Metcalfe et al., 1997; Metz et al., 2007), pois liberam substancias que estimulam
a angiogénese direta ou indiretamente, dentre elas a heparina, histamina e TGF-
B (Met calfe et al., 1997; Bochsler & Slauson, 2002).

A remodelacdo vascular é caracterizada por uma reorganizacdo dos
vasos sanguineos em resposta a alteracgdes fisioldgicas no fluxo sanguineo ou a
estimulos fisiopatologicos. A angiogénese é mediada pela proliferacédo, migracéo
e remodelacéo de células endoteliais. A desregulacdo da apoptose das células
endoteliais tem efeitos prejudiciais sobre o desenvolvimento do sistema
cardiovascular e na fisiopatologia de varias doencas inflamatorias e
degenerativas, por neutralizar a neovascularizacdo no organismo adulto
(Dimmeler & Zeiher, 2000).

A matriz extracelular fornece uma estrutura para a angiogénese
permitindo sinalizacdes moleculares essenciais para todas as fases da formacao
de vasos sanguineos, incluindo a germinacdo vascular, formacdo de lumen,
maturacao dos vasos e finalmente, a estabilizacdo dos novos vasos. A adeséao e
ativacdo de células endoteliais na matriz extracelular controla a proliferacao,
sobrevivéncia e migracdo da angiogénese. Embora citocinas angiogénicas,
como VEGF, sejam apresentadas como mediadoras importantes na
neovascularizacdo, ha uma crescente evidéncia que a mudanca na dinamica e
composicao da matriz extracelular sdo igualmente importante, particularmente

na regulacdo vascular da morfogénese e na estabilizagdo de novos vasos
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sanguineos. Assim, a matriz extracelular deve ser vista como suporte entre as
citocinas e a angiogénese, pois provavelmente ela controla ativamente, a
formacdo, arquitetura, e maturacdo de novos vasos sanguineos (Senger et al.,
2011).

A formacdo de uma rede vascularizada tem sua origem com oS
hemangioblastos que se diferenciam em células hematopoiéticas e células
endoteliais. As células hematopoiéticas produzem o fator de coagulacdo de
plaquetas e as células responsaveis pelas respostas imunoldgicas, dentre elas
mastécitos, que colaboram com angiogénese, pela estimulagédo de fatores pré e
anti-angiogénico. As células endoteliais sdo consideradas progenitoras da
angiogénese, por estimulos de Ang-1, PDGF, TGF-3 na matriz extracelular a fim
de promover a estabilizacdo dos vasos.

Fibroblastos ativados em lesdes promovem angiogénese por meio de
secrecdo de fatores pro-angiogénico e fatores que estimulam a migracdo de
células endoteliais, tais como o TGF-, VEGF e metaloprotéinas (Hartlapp et al.,
2001). Porém, quando ocorre um desequilibrio que diminui a VEGF, Agn-1 e
PDGF considerados promotores, e aumenta o IFN-y, Ang-2 considerados
inibidores da angiogénese desencadeia a regressao de vasos (Carmeliet, 2003).
Apés a regressdao de vasos por meio de sinais de apoptose de células
endoteliais, pericitos podem ser liberados e desenvolver caracteristicas de
miofibroblastos, precipitando ainda mais o0 desenvolvimento da fibrose
(Dimmeler & Zeiher, 2000; Johnson & Dipietro, 2013).

A dindmica da angiogénese na fibrose apds lesbes tem sido geralmente
considerada, por envolver a necessidade de oxigénio e nutrientes que permitem
o processo de formacdo da fibrose (Fraisl et al., 2009). Esta atividade
angiogénica pode ser mensurada pela analise qualitativa e/ou quantitativa de
vasos imunomarcados por anticorpos especificos. O grau da angiogénese pode
ser demonstrado pela analise da expressao do CD34 que é um dos marcadores
para a identificacdo de vasos sanguineos em material parafinado por ser uma
glicoproteina transmembrana presente em células endoteliais (Ponce et al.,
2014).
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1.3 Doenca de chagas e o envelhecimento

O envelhecimento da populagéo no Brasil vem aumentando de forma rapida
e intensa, a populacao idosa representava 4,8% em 1991, 5,9% em 2000 e 7,4%
em 2010, com previsdo de 15% em 2025 (IBGE, 2010). No Brasil ha de 2 a 3
milhdes de individuos na fase cronica da doenca de chagas (Martins-Melo et al.,
2012). O controle da transmissdo vetorial e transfusional, o manejo clinico da
doenca na atencdo priméria, os servicos de referéncia, e programas de
intervengfes tem determinado um aumento na média da idade dos individuos
contaminados por T. cruzi, aumentando a prevaléncia da doenca na idade
avancada (Menegelli et al., 1991; Almeida et al., 2007; Lima-Costa et al., 2011;
Martins-Melo et al., 2012).

Varios estudos epidemiolégicos tém demonstrado uma reducgdo progressiva
de soropositividade para doenca de Chagas em faixas etarias jovens
(Ostermayer et al.,, 2011) e o aumento da prevaléncia de infeccdo entre
individuos idosos (Lima-Costa et al., 2001; Almeida et al., 2007; Pereira et al.,
2008; Pereira et al., 2015).

A mortalidade precoce e invalidez causada pela doenca de Chagas, que
muitas vezes acomete a populacdo mais produtiva e adultos jovens, resultam
em uma perda econdmica significativa (Franco-Paredes et al., 2007; Nunes et
al., 2013). Na fase cronica, o individuo jovem pode ter evolugcdo clinica
desfavoravel, incapacitando-o para o trabalho que pode resultar em
aposentadorias precoces e/ou morte antes da velhice (Barreto et al., 1994;
Almeida et al., 2007).

Complicacdes cardiacas na doenca de chagas, frequentemente conduzem a
necessidade de tratamentos a longo prazo e/ou procedimentos cirdrgicos,
incluindo implante de marcapasso e transplante de coracdo, que favorecem com
a sobrevida dos pacientes (Abuhab et al., 2013; Castillo-Riquelme et al., 2008;
Nunes et al., 2013). No Brasil os custos do Sistema Unico de Saude com o
tratamento da doenca de Chagas tém aumentado (Dias et al., 2008).

Ao controlar a transmissao da doenca de Chagas, surge o desafio de prestar
assisténcia aos pacientes infectados que atingem a velhice. No Servico de
Atendimento Farmacéutico do Laboratério de Pesquisa da Doenca de Chagas
no Ceard, o perfil de pacientes idosos chagasicos se caracteriza por

predominancia nas mulheres (50,5%), com idade média de 67 anos, sendo a
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maioria aposentados (54,6%), com elevada taxa de analfabetismo (40,2%) e
renda familiar igual a um salario minimo (51,5%). As formas clinicas
predominantes da doenca de Chagas neste grupo foram cardiaca (65,3%) e
indeterminada (14,7%). O numero médio de comorbidades por paciente foi de
2,23 + 1,54, com hipertensao arterial sisttmica sendo a mais frequente, 67,0%
dos casos. Os idosos com doenca de Chagas constituem um grupo vulneravel
de pacientes que exige uma atencdo especial dos servicos de salude para
garantir a assisténcia médica e social mais apropriada (Perreira et al., 2015).

No Ambulatério do Grupo de Estudos de Doencas de Chagas do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas entre 1980 a 2005, 12% dos
pacientes matriculados eram de idosos, com idade média de 66,3 + 5,9 anos,
evidenciando ao longo do tempo um aumento no percentual destes idosos.
Dentre eles, predomiram as mulheres, os individuos com comprometimento
cardiaco e os que apresentaram a doenca de chagas associada com pelo
menos uma doencga crbnica, particularmente aquelas relacionadas ao sistema
cardiovascular (Guariento et al., 2011).

Manifesta¢cOes clinicas como dor no peito atipica, difuncdes ventriculares,
tromboembolismos e insuficiéncia cardiaca na cardiopatia chagasica séo
semelhantes entre individuos idosos e nao-idosos (Betetti et al., 1987; Almeida
et al., 2007). Sendo assim, 0 mecanismo fisiopatologico, nestes pacientes idosos
tem um perfil menos agressivo do que os de pacientes ndo-idosos (Betetti et al.,
1987). Porém, idosos portadores de cardiopatia chagasica estéo particularmente
vulneraveis, quando ha uma associacdo com outras doencas cronicas (Alves et
al., 2009; Pereira et al., 2015). Além do mais, os idosos sao fisiologicamente e
imunologicamente mais suceptiveis a infeccdes (Francisco et al., 2006) que 0s
predispdem ao aumento de condicbes crbnicas comuns ao processo de
envelhecimento (Lima-Costa et al., 2003).

Registros eletrocardiograficos e as radiografias do coracdo em idosos
demonstram que o comprometimento cardiaco pela doenca de Chagas, ndo é
grave, e a insuficiéncia cardiaca congestiva deve-se, a associacao de alteracdes
cardiacas proprias do envelhecimento com outras doencas cardiovasculares
frequentes nessa faixa etaria (Carvalho et al.,1985). Em outro estudo, os idosos
com doenca de Chagas e sem a doenca nao apresentaram diferenca nas

modulacdes autonémicas cardiacas (Resende et al.,, 2003). Além disso, as
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lesGes macroscopicas no coracdo do idoso com cardiopatia chagésica
apresentam-se semelhantes as descritas em individuos ndo idosos, porém mais
discretas (Oliveira et al., 2007).

O idoso com doenca de Chagas crénica na forma cardiaca, pode
desenvolver um quadro clinico leve e evolutivo compativel com uma vida de
trabalho normal por muitos anos, permitindo que estes individuos sobrevivam e
alcancem a idade avancada (Carvalho et al.,1985; Betetti et al., 1987; Resende
et al., 2003; Rocha et al., 2003; Almeida et al., 2007; Silva et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, o perfil do individuo com doenca de Chagas tem sido
influenciado pelo envelhecimento populacional e pelo decréscimo na incidéncia
dos casos agudos, fatores que contribuem com aumento e a sobrevida de
individuos idosos contaminados. As alteracbes que ocorrem no sistema
cardiovascular dos portadores da doenca de Chagas que chegam aos 60 anos
ou mais ainda precisam ser estudados. Na literatura, ha estudos sobre a
epidemiologia e qualidade de vida, manifestagdes clinicas e poucos relativos aos
aspectos morfolégicos em idosos com cardiopatia chagasica cronica. Entretanto,
estudos especificos de analise morfométrica envolvendo a relacdo da
angiogénese e de mastocitos com a fibrose em individuos idosos com
cardiopatia chagasica nao foram encontrados. O conhecimento das alteracdes
no coracdo facilita a compreensdo do processo de formacédo de fibrose nos

idosos portadores da cardiopatia chagéasica cronica.
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3 OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Descrever a relacao da angiogénese e da densidade de mastécitos com a

fibrose miocardica em idosos portadores de cardiopatia chagéasica crénica.

3.2 - Objetivos especificos

v

v

Comparar a porcentagem de colageno no miocardio entre idosos e néao-
idosos portadores ou nao de cardiopatia chagasica cronica.

Comparar a densidade de mastocitos no miocardio entre idosos e nao-idosos
portadores ou néo de cardiopatia chagasica cronica.

Comparar a densidade de vasos no miocardio entre idosos e nao-idosos
portadores ou néo de cardiopatia chagéasica cronica;

Correlacionar a densidade dos mastocitos com a fibrose miocéardica em
idosos portadores de cardiopatia chagasica cronica.

Correlacionar a densidade de vasos sanguineos com a fibrose miocardica

em idosos portadores de cardiopatia chagasica crénica.
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4 METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, sob nimero de protocolo
2629 (anexo 1). O trabalho foi realizado no Setor de Patologia do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (UFG) em

parceria com a Disciplina de Patologia Geral da UFTM.

4.1 - Casuistica

A selecao dos casos foi feita por meio dos laudos de autopsias realizadas
pela disciplina de Patologia Geral, no Hospital das clinicas na UFTM, no periodo
de 1970 a 2012. Os dados levantados nos laudos foram: nimero da autépsia,
idade, género, a cor, peso do coracgéo, peso e altura corporais. Apds a selecdo
dos laudos, foi constituido o grupo de individuos idosos e néo-idosos,
chagasicos e nao chagasicos, sendo incluidos nos grupos com cardiopatia
chagasica, aqueles com sorologia positiva e caracteristicas morfolégicas para a
doenca (Oliveira et al, 2007). Para os casos sem cardiopatia chagasica, excluiu-
se 0s que apresentaram sorologia positiva para a doenca de Chagas. Foram
excluidos para todos o0s grupos o0s casos com cardiopatia isquémica,
hipertensiva, reumatica e/ou cor pulmonale.

Nos grupos de idosos foram considerados os individuos com 60 anos ou
mais e nao-idosos com até 59 anos. Dessa maneira, 21 casos foram
selecionados e distribuidos em quatros grupos: idosos com cardiopatia
chagasica cronica — 6 (ldoso CC); idosos sem cardiopatia chagasica crénica — 5
(Idoso SC); ndo-idosos com cardiopatia chagasica crbénica — 5 (ndo-idoso CC) e

N&o-idosos sem cardiopatia chagésica crbnica - 5 (ndo-idoso SC).
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4.2 — Quantificacdo de colageno

A técnica de npicrosirius (solucdo aquosa saturada e &cido picrico
adicionada de 0,1g% de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B- Bayer) com
contra coloracdo pela hematoxilina por um minuto, foi utlizada para a
guantificacdo do colageno no miocardio do ventriculo esquerdo. Para isso, foram
excluidas as regides do endocardio e epicérdio.

O numero de campos para a quantificacdo do colageno foi definido pelo
teste da média acumulada (Willians, 1979). Dessa maneira, foram analisados 45
campos obtidos por marcacdo com caneta de forma aleatdria em todo o corte na
lamina (Figura 3 B). As imagens foram capturadas sob luz comum e objetiva de
10x em microscopio acoplado com uma camera digital “ Leica DMC 2900” e ao
computador (Figura 3 A). Posteriormente, a morfometria foi realizada utilizando o
programa “Image J 1.48v - National Institutes of Health, USA” para obtencéo do
percentual de colageno por area do miocardio (figura 4).

Figura 3 - Microscopico acoplado a camara digital “ Leica DMC 2900” e ao
computador para capturar 0os campos aleatoriamente para a analise
morfométrica (A); marcagado nas laminas para obtencdo dos campos (B e C).
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Figura 4: Programa “image J” utilizado para mensurar a quantidade de colageno
visto em rosa escuro em relagéo a area do campo.

4.3 — Andlise Morfométrica de mastocitos e vasos

4.3.1 -Técnica de imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi utilizada para a quantificacdo de
mastocitos e vasos sanguineos, ambos utilizando o mesmo protocolo. As
laminas foram preparadas e silanizadas utilizando 25ml de organo silano (3-
aminopropiltrietoxisilano, SIGMA) diluido em 225ml de alcool absoluto. As
laminas permaneceram imersas por 2 minutos na solucdo de silano,
posteriormente foram imersas em cubas com agua destilada por duas vezes
para retirada do excesso e finalmente dispostas em penal a temperatura
ambiente e no dia seguinte colocadas em estufa onde permaneceram por no

minimo 24 horas a 37°C.

Com as laminas silanizadas foram realizados cortes de 3um do ventriculo
esquerdo, sendo utilizado o kit “Starr Trek Universal HRP Detection System”
para ambos os experimentos. O anti-Mastdcito Humano — Code M7052 Mouse

AAl DAKO) 1/2000 foi usado para identificar mastocitos e para vasos
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sanguineos o anticorpo CD34 (anti-CD34 Humano — Code M7165 Mouse
QBENd-10 DAKO) 1/1400. As laminas com o0s cortes passaram pela etapa de
hidratacdo em sequéncias de &lcool (dois banhos de 2 minutos em &lcool
absoluto, um banho de 2 minutos em alcool 95% e um banho de 2 minutos em
alcool 70%). Posteriormente, foram lavadas duas vezes em solugdo de TBS
(11,7g de TRIS e 17g de NaCl em 2 litros de &gua estando o pH entre 7,2 e 7,4
e adicionado 1 gota de Triton X-100 para cada litro de agua) e deixadas por 2
minutos em &gua destilada morna (aquecida por um minuto em micro-ondas,
60°~70°C).

Seguiu-se com a recuperagdo antigénica que foi realizada utilizando
tampado citrato (1,152g de &cido citrico em 600ml de 4gua destilada, pH 6,0) em
banho maria por 20 minutos a 96°C. Depois de retiradas do banho, as laminas
permaneceram em tampao citrato por 20 minutos para resfriamento progressivo.
Foram lavadas em TBS por 2 minutos e posteriormente, incubadas em solucao
de H202 a 3% diluida em TBS por 30 minutos para bloqueio da peroxidase
enddgena. Seguiu-se a lavagem das mesmas em TBS por 2 minutos. O kit “Starr
Trek Universal HRP Detection System” foi usado com uma solucédo de proteina
bloqueadora padrdao denominada “Background Sniper” na qual as laminas

permaneceram incubadas por 15 minutos.

Foram retirados o0s excessos das proteinas bloqueadoras e
imediatamente as laminas foram incubadas na solucéo do anticorpo primario. O
periodo de incubacéao foi de 1 hora para mastocitos (1l de anticorpo em 2000pl
de PBS-BSA) e overnight para CD34 (1ul de anticorpo em 1400ul de PBS-BSA),
sendo todos os anticorpos diluidos em solucédo de albumina. As sequéncias das
reacdes se deu com a incubacdo dos anticorpos secundarios kits: “Link
Universal Trekie [MACH4 Mouse Probe]” seguido por “TrekAvidin-HRP (Label) —
[MACHA4MR HRP — Polymer]” para o kit “Starr Trek Universal HRP Detection
System”. Por fim, a reacéo foi revelada pela incubacdo em solucdo DAB por no
maximo 3 minutos. A contra-coloracdo foi realizada em Hematoxilina por 50

segundos.

4.3.2 — Mastocitos
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Para a quantificacdo do numero de mastdcitos, utilizou-se a técnica de
imunoistoquimica com o anticorpo monoclonal anti-triptase e uma lamina para
cada caso. A quantificacdo dos mastocitos foi realizada no microscépio por meio
da varredura de todos os campos da lamina sob luz comum na objetiva de 40x.
Apl6s o registro da contagem, os dados foram organizados em uma planilha
excel, utilizando-se a média de mastdcitos por caso para obtencéo da densidade
por mm?, sendo a area de cada campo igual a 0,1520mm?.

4.3.3 - Vasos sanguineos

Para a quantificacdo de vasos utilizou-se a técnica de imunoistoquimica
com o anticorpo monoclonal CD34, uma lamina para cada caso. O numero de
campos para a quantificacdo de vasos sanguineos foi definido pelo teste da
meédia acumulada (Willians, 1979). Dessa maneira 30 campos foram obtidos em
cada lamina de forma aleatéria usando marcacdo com caneta em todo o corte
(Figura 3 C). As imagens foram capturadas sob luz comum e objetiva de 40x, em
microscopio acoplado com uma céamera digital “Leica DMC 2900” e ao
computador (Figura 3 A). Posteriormente, realizou-se a morfometria utilizando o
programa software “Image J 1.48v - National Institutes of Health, USA” para
obtencao do numero de vasos sanguineos (Figura 5). Em seguida, realizou-se a
média de vasos sanguineos de cada caso, para obtencdo da densidade de

vasos sanguineos por area, sendo a area de cada campo igual a 0,020172mm?.
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Figura 5 — Programa “image J” utilizado para contagem de vasos sanguineos. O
observador identifica os vasos sanguineos (seta vermelha) e a marcacao é
identificada por nimeros para a quantificacao por campo.

4.5 — Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa “SigmaStat2.03”.
As variaveis com distribuicdo normal, avaliadas pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e variancia homogénea foram comparadas pelo Anova (F) para
comparacao de mais de dois grupos, seguido pelo teste de Tukey. A correlacéo
entre variaveis com distribuicdo normal foi analisada pelo teste de Pearson (r).

Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

O estudo foi realizado com 21 individuos distribuidos em quatro grupos,
sendo 62% masculinos, 52% eram idosos com idade média de 71+10,8 anos e

48% nao-idosos com idade média de 48+9,7 anos (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas dos grupos de individuos portadores de
cardiopatia chagésica crénica.

Caracteristicas
demograficas Grupos
ldosos CC Idosos SC Né&o-idosos CC N&o-idosos SC
Idade (anos) 66,5 +4 79 +12 48,5 +11 46,5+9
Peso cardiaco (g) - média 518 + 184 299 + 33 266 + 33 271 +59
Relagéo Peso Cardiaco / 0,96 + 0,28 0,54 + 0,05 0,54 + 0,06 0,54 +0,12
Peso Corporal (%) - média
Sexo n (%)
Feminino 3(14) 2 (10) 3(14)
Masculino 6 (28) 2 (10) 3(14) 2 (10)
Cor n (%)
Cor (branco) 4 (19) 3(14) 5(23) 1(5)
Cor (ndo branco) 2 (10) 2 (10) 4(19)

As caracteristicas da sintese de colageno no miocardio entre 0s grupos
de idosos e nao-idosos com ou sem cardiopatia chagasica crénica podem ser
observadas na figura - 6. Nos grupos de idosos e ndo-idosos com cardiopatia
chagéasica notou-se um aumento de coladgeno no perimisio e endomisio mais
espesso e denso. Também foi observado um aumento do colageno difuso
substituindo miocardiocitos devido a morte celular e associado a infiltrado
mononuclear. A formacdo de fibrose nestes grupos ocorreu de forma
desorganizada promovendo um desarranjo da matriz extracelular (Figura 6 - a,
c). Nos grupos de idosos e ndo-idosos sem cardiopatia chagasica, observou-se
a presenca de colageno mais delicado, contornando os miocardiécitos de forma

ordenada com preservacao da matriz estrutural do érgéo (Figura 6 - b, d).

23



Figura 6 — Fotomicrografia representativa do colageno no miocardio do
ventriculo esquerdo. Observa-se nos grupos de idosos CC em rosa escuro
aumento de colageno substituindo miocardiécitos (flecha-branca) associado a
infiltrado inflamatério mononuclear (flecha vermelha) e miocardiécitos (flecha
preta) (Figura 6 a); no grupo de idosos SC nota-se um colageno perimesial
(flecha amarela) acompanhando a matriz extracelular com miocardiocitos
preservados (flecha preta) (Figura 6 b); Observa-se nos grupos de néo-idosos
CC em rosa escuro aumento de colageno substituindo miocardiocitos (flecha-
branca) e miocardiocitos (flecha preta) (Figura 6 c); no grupo de nao-idosos SC
nota-se um colageno perimisial (flecha amarela) acompanhando a matriz
extracelular, com miocardiocitos preservados (flecha preta) (Figura 6 d).

(Picrosirius, luz comum, objetiva 10x).
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A porcentagem da média de colageno no miocardio do grupo de idosos
CC apresentou maior percentual de colageno em relagdo ao grupo de idosos
SC, sendo a diferenca significativa (p = 0,003) (Figura 7).
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Figura 7 — Comparacdo da média de coldgeno no miocardio do ventriculo
esquerdo entre idosos e ndo-idosos com ou sem cardiopatia chagasica.

Idoso CC: Idoso com cardiopatia chagasica; Idoso SC: ldoso sem cardiopatia
chagasica; Nao-idoso CC: Nao-idoso com cardiopatia chagasica; Nao-idoso SC:
N&o-idoso sem cardiopatia chagasica.

F=7,074 p=0,003.
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Os mastqcitos triptase positivos foram verificados em todos os grupos
estudados com uma morfologia variavel (ovalada, alongada ou arredondada) e
com aspecto de degranulacdo (esfumacado), sendo distribuidos em todo o
miocardio. Observou-se nos grupos de idosos CC e ndo-idosos CC uma maior
guantidade de mastoécitos, na maioria das vezes formando grupos proximos a
focos de miocardite e/ou vasos sanguineos, mas também isolados (Figura 8 - a,
¢). Nos grupos de idosos SC e ndo-idosos SC a quantidade de mastécitos foi
menor, estes estavam mais isolados no miocéardio (Figura 8 - b, d).

Figura 8 — Fotomicrografia do miocardio do ventriculo esquerdo apresentando a
imunoexpressao de mastocitos triptase positivos (flecha vermelha). No grupo de
idosos CC observa-se um grupo de 9 mastocitos (a); no grupo de idosos SC
observa-se 4 mastocitos mais isolados no miocéardio (b); no grupo de néo-idosos
CC observa-se um grupo de 5 mastécitos e 3 mais isolados (c); no grupo de
nao-idosos SC observa-se 1 mastoécito isolado com miocéardio bem preservado
(d). (anticorpo monoclonal antitriptase, objetiva 40X).
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A densidade da média de mastdcitos triptase positivos foi maior no grupo
de idosos CC, porém nédo houve diferenca significante quando comparado com
0s outros grupos (p = 0,226) (Figura 9).
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Figura 9 — Comparacdo da média da densidade de mastocitos triptase positivo
no miocardio do ventriculo esquerdo entre idosos e ndo-idosos com ou sem
cardiopatia chagasica.

Idoso CC: Idoso com cardiopatia chagasica; Idoso SC: ldoso sem cardiopatia
chagasica; Nao-idoso CC: Néao-idoso com cardiopatia chagasica; Nao-idoso SC:
N&o-idoso sem cardiopatia chagasica.

F=1,602 p=0,226.
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Em geral, os grupos de idosos CC e ndo-idosos CC apresentou uma
menor quantidade de vasos sanguineos associado a les6es do miocardio. Nos
grupos de idosos SC e nao-idosos SC observou-se uma maior quantidade de
vasos sanguineos no miocardio preservado (Figura 10).

Figura 10 — Fotomicrografia do miocardio do ventriculo esquerdo apresentando
imunoexpressdo de vasos sanguineos (flecha vermelha). No grupo de idosos
CC observa-se um menor numero de vasos sanguineos (Figura 10 - a); no grupo
de idosos SC observa-se vasos sanguineos e a presenca de lipofuscina no
citoplasma dos miocardiocitos (flecha amarela) (Figura 10 - b); no grupo de néo-
idosos CC observa-se os vasos sanguineos (Figura 10 - ¢); no grupo de nao-
idoso SC observa-se vasos com miocardio mais preservado (Figura 10 - d).

(anticorpo monoclonal CD34 objetiva 40X).
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A densidade da média de vasos sanguineos no grupo de idosos SC e
ndo-idosos SC foi maior, porém nao houve diferenca significante quando
comparados aos outros grupos (p = 0,224) (Figura 11).
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Figura 11 — Comparacdo da média da densidade de vasos sanguineos no
miocardio do ventriculo esquerdo de idosos e nédo-idosos com ou sem
cardiopatia chagasica.

Idoso CC: Idoso com cardiopatia chagasica; Idoso SC: ldoso sem cardiopatia
chagasica; Nao-idoso CC: Néao-idoso com cardiopatia chagasica; Nao-idoso SC:
N&o-idoso sem cardiopatia chagasica.

F=1,620 p=0,224.
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No grupo de idosos CC foi observado uma correlagdo positiva entre a
porcentagem de colageno e a densidade de mastdcitos. Entretanto, ndo
significativa (p = 0,419) (Figura 12).
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Figura 12- Correlacdo entre a porcentagem de colageno e a densidade de
mastocitos no ventriculo esquerdo do grupo de idosos CC (r = 0,475; p=0,419).
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No grupo de idosos CC notou-se uma correlagdo negativa entre a

porcentagem de colageno e a densidade de vasos sanguineos. Entretanto, esta

correlacdo néo foi significativa (p = 0,352) (Figura 13).
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Figura 13 - Correlacdo entre a porcentagem de colageno e a densidade de
vasos sanguineos no ventriculo esquerdo do grupo de idosos CC (r = - 0,536; p

= 0,352).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi observado nos grupos com cardiopatia chagasica
cronica um aumento de coldgeno mais espesso e denso no perimisio e
endomisio. Além de areas difusas de colageno substituindo miocardiécitos no
intersticio, associado a infiltrado inflamatério mononuclear, estes resultados
foram semelhantes ao descrito por Rossi, 1998. Nos grupos sem cardiopatia
chagasica cronica observou-se feixes de colageno fino e delicado no endomisio
e perimisio, mantendo a morfologia estrutural da matriz extracelular. Estas
caracteristicas sdo condizentes ao processo fisioldgico do envelhecimento

demonstrado por Debessa et al., 2001.

A porcentagem de colageno no grupo de idosos CC (22,2% + 11,2%) e
idosos SC (9,03% + 4,2%) estdo condizentes com o0s estudos abaixo, em
individuos portadores de cardiopatia chagasica, mas sem o enfoque no idoso.
Milei et al., 1996 realizou bidpsia endomiocardica em seres humanos com
cardiopatia chagéasica crbnica e encontrou uma porcentagem de colageno
correspondente a 24,1% + 12,8%. Ja Rossi, 1998 comparou a fibrose formada
no miocardio de individuos chagasicos autopsiados (30,7% + 8,8%) com grupo
controle de individuos ndo-chagéasicos (6,5% + 1,6%). No entanto, uma
porcentagem inferior de colageno no miocardio chagasico (2,66% + 3,3%) e nao
chagasico (1,46% + 0,78%) foi relatada por Roldao et al., 2012, neste estudo foi
utilizado a luz polarizada, enquanto os outros estudos citados acima usaram luz

comum.

No grupo de idosos CC observou-se um aumento de colageno significativo
em relacdo aos demais grupos. Este resultado esta relacionado com a
remodelacdo da matriz extracelular devido a destruicdo progressiva dos
miocardiocitos predispondo o individuo a insuficiéncia cardiaca e arritmias
cardiacas (Rassi Jr et al.,, 2009). Na cardiopatia chagasica cronica, a fibrose,
provavelmente, é desencadeada em resposta a lesbées como inflamacao,
necrose e isquemia que associadas com a hipertrofia gera a dilatacdo dos
ventriculos (Machado et al., 2012). Além disso, durante o processo de

envelhecimento ocorre um acréscimo fisiolégico na sintese de colageno com

32



alterac6es morfoldgicas e estruturais que colaboram com o declinio funcional do

coracgédo (Biernacka & Frangogiannis, 2011).

A densidade de mastdcitos no grupo de idosos CC foi maior em relacdo aos
demais grupos, mas sem diferenca significativa. Resultados semelhantes foram
relatados por Almeida et al., 1975 que verificou um namero maior de mastocitos
em coraclBes de portadores de cardiopatia chagasica e Pinheiro et al., 2003
encontrou um maior niamero de mastécitos em portadores de chagas com
megacélon, porém sem enfoque no idoso. Outros estudos experimentais
também demonstram um aumento do nimero de mastécitos na infecgdo com T.
cruzi em outros 6rgaos, como um estudo em camundongos na fase crbénica que
apresentou um aumento do numero de mastécitos na musculatura do intestino
(Tafurie e Brener, 1967) e na pele de camundongos infectados com T.cruzi
(Menezes e Alcantara, 1965).

No grupo de idosos CC houve uma correlacao positiva entre a porcentagem
de colageno e a densidade de mastocitos, mas nédo significativa. Em um estudo
envolvendo a lingua de individuos chagasicos e ndo-chagasicos autopsiados
observou-se uma correlacdo positiva significativa quando correlacionado a
fibrose com a densidade de mastdcitos (Pereira et al., 2007). Roldao et al., 2012
estudou pacientes autopsiados e relacionou maior densidade de mastocitos com
maior intensidade de fibrose nos individuos com doenca de chagas quando
comparados aos individuos sem a doenca. Por outro lado, Pinheiro et al., 1992
em estudo experimental sugerem que 0 aumento do numero de mastocitos no
miocardio de ratos esta associado a infeccdo aguda pelo T. cruzi e ndo a

miocardite crbnica fibrosante.

Conforme os resultados apresentados, possivelmente, a participacdo dos
mastocitos no grupo de idosos CC pode influenciar no aumento da formacao de
fibrose. Sabe-se que os mastdcitos podem exercer funcdes imunomoduladoras
positivas influenciando no recrutamento, na sobrevivéncia, desenvolvimento,
fendtipo e funcdo das células do sistema imune (Galli et al., 2008). Os
mastocitos liberam mediadores quimicos que estimulam o processo inflamatério
(Garbuzenko et al., 2002) e a producédo de colageno por fibroblastos induzidos

por TNF-a e TGF-B (Yamamoto et al., 2001). De fato, os mastocitos podem
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liberar mediadores que estimulam fibroblastos e colaboram com o processo de
fibrose por liberar mediadores pré-formados, tais como histamina, proteoglicano,
enzimas proteoliticas, e citocinas fibrogénicas como PDGF, TNF-a, TGF-B
(Farahani et al., 2010). Além disso, os mastocitos produzem a IL-13 (Wynn,
2008), que atua na multiplicacao de células incluindo os fibroblastos, bem como
na inflamacao e fibrose. Esta interleucina pode estimular a produgao e ativacao
de TGF-B, producgéo de colageno, expressao de metaloprotéinas, proliferacao de
fibroblasto e diferenciacdo de miofibroblastos (Fuschiotti, 2011; Fuschiotti et al.,
2013).

A densidade de vasos sanguineos no grupo de idosos CC foi menor quando
comparada aos demais grupos, mas nao significativa. Este resultado, pode estar
associado com o processo inflamatorio cronico da cardiopatia chagasica cronica
devido a danos microvasculares, incluindo ativacdo de plaguetas, microtrombos,
espasmos microvasculares e disfunsdo endotelial (Rossi, 1990; Rassi Jr et al.,
2009). Tais eventos colaboram com a desorganizacdo tecidual e com o
desarranjo da matriz extracelular, dificultando o transporte de nutrientes
necessario para a sobrevivéncia celular. Possivelmente, este fato colabore com
a regressao dos vasos sanguineos apresentado no resultado do grupo de idosos
CC. Além do mais, a matriz extracelular fornece suporte basico para a
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo de células endoteliais e regula as
principais fases da morfogénese do vaso sanguineo e sua maturacao (Senger et
al., 2011).

No grupo de idoso CC a correlacdo entre a porcentagem de colageno e a
densidade de vasos sanguineos foi negativa, mas nao significativa. A
angiogénese tem como funcdo fornecer oxigénio e nutrientes a matriz
extracelular e células adjacentes (Fraist et al., 2009; Guedes-da-Silva et al.,
2015). Porém, a formacdo de fibrose predispbe a apoptose de células
endoteliais favorecendo a regressédo de vasos sanguineos aumentando ainda
mais o desenvolvimento desta fibrose (Johnson & Dipietro, 2013). Uma
correlacdo positiva entre o niumero de mastécitos triptase e a densidade de
vasos sanguineos foi verificada em cicatrizes de queldides, sugerindo que os

mastocitos triptase podem contribuir na angiogénese (Ammendola et al., 2013).
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Além do mais, em camundongos infectados com T. cruzi na fase aguda, os
antigenos da cepa sao capazes de promover a neovascularizacdo induzida
provavelmente pela resposta inflamatoria por mediadores pro-angiogénicos
(Guedes-da-Silva et al., 2015).

Portanto, no processo de formacdo de fibrose os mastdcitos participam
liberando mediadores quimicos, que contribuem com angiogenése e a sintese
de coldgeno. Porém, quanto mais intensa a fibrose, maior a possibilidade de
regressdo de vasos sanguineos associado a lesdes microvasculares e ao
processo de remodelacdo do coracdo em individuos idosos portadores de

cardiopatia chagéasica cronica.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os individuos idosos com cardiopatia chagasica crbénica
apresentaram um aumento de colageno significativo, com uma maior densidade
de mastocitos e menor densidade de vasos sanguineos, porém nao
significativos. Provavelmente, estes resultados estdo relacionados com a
etiopatogénese das lesBes miocardicas na cardiopatia chagasica crbnica

durante o envelhecimento.
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