0O NO Ol WDN PP

NNNNNNMNMNNMNNMNNNRRRRPRRRERRRRR
O ~NOoO BN WNREROOWOOWMNOO ONMAWDNDIERERO O

29

30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40
41

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

ANALISE MORFOMETRICA DE MASTOCITOS NA AORTA
DE PACIENTES AUTOPSIADOS

LUCIANA SANTOS RAMALHO

UBERABA- MG
Junho//2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



OwWwoo~NouThwWwN -

[ I R e N e el T e o
P O © O~N O O~ W N BB

N
N

N NN
g b~ W

NN DN DN
O© 00N>

30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

LUCIANA SANTOS RAMALHO

ANALISE MORFOMETRICA DE MASTOCITOS NA AORTA
DE PACIENTES AUTOPSIADOS

Tese apresentada ao curso de PoOs-Graduacdo em
Patologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre

na Area de Concentracio ‘Patologia Geral”.

Orientadora: Sanivia Aparecida Pereira Lima
Co-Orientadora; Mara Lucia da Fonseca Ferraz

UBERABA - MG
Junho/2010



OpeaISaN

oyjewey sojues euelonT

0T0¢ —IN1dN




R135a  Ramalho, Luciana Santos
Andlise morfométrica de mastdcitos na aorta de individuos autopsiados /
Luciana Santos Ramalho. - - 2010.
69 f. : tab. ; graf. ; fig.

Dissertacdo (Mestrado em Patologia Geral) - Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2010.

Orientadora: Prof?. Dr2. Sanivia Aparecida de Lima Pereira

Co-orientadora: Prof. Dré. Mara Lucia Fonseca Ferraz

1. Aterosclerose. 2. Mastocitos. 3. Triptases. 4. Quimase. 5. Autopsia. .

Titulo. 1. Pereira, Sanivia Aparecida de Lima. 1Il. Ferraz, Mara Lucia
Fonseca.

CDU 616.13-




O OoONO O~ WN B

Aos meus pais, Pedro Henrigque e Antbnia de Lourdes (in memoriam), pelo amor e carinho
a mim dedicados e exemplo de vida a ser seguido.



© 00 N O O &~ WDNPE

W W N DN DN DN DD DNDNDNDNDNDNR R P P RB P RB pPB R
R O © 0O N o U0 A W N P O © 0 N o ol A W N B O

W www
O owiN

AGRADECIMENTOS

A Deus...

Por me dar saude e forgas para continuar, mesmo quando as dificuldades pareciam
infindaveis... Por me dar oportunidades para crescer espiritualmente e
intelectualmente... E, por colocar em meu caminho pessoas tao especiais e
indispensaveis...

A minha co-orientadora Mara L(cia...

Pela orientacéo, pelo carinho, pela confianca, pelas preciosas oportunidades oferecidas,
conselhos bem vindos e pela amizade construida...

A minha orientadora Sanivia...

Pelos ensinamentos transmitidos, confianga e cobranca que me fizeram melhorar a cada
dia...

Ao Professor Vicente...

Pelo carinho, ajuda continua que me ofereceu, e confianga em mim depositada,
oportunidades oferecidas...

Aos professores e funcionarios da Disciplina de Patologia Geral...

Pelo agradavel convivio, por todos os ensinamentos, pelos auxilios, apoio e pela
amizade...

A banca examinadora desta tese...

Pela gentileza de avaliar este trabalho e contribuir de forma tdo importante para

sua melhoria...

Aos colegas da pos-graduacao...

Que compartilharam comigo momentos importantes de aprendizado...

A todos os professores do Curso de P6s-Graduagao em Patologia...

Pelos indispensaveis conhecimentos adquiridos durante o curso de mestrado.

Ao meu companheiro Jessénio pela compreensdo, amor, e principalmente apoio em todos
0S momentos;

A minha familia pelo apoio incondicional;

Ao meu pai Pedro, sem o qual ndo chegaria até este dia, pelo amor, respeito, apoio, por

infinitamente tudo, e pelo que eu sou hoje.

Muito obrigada!



O OoONO O~ WN B

APOIO FINANCEIRO

O presente trabalho foi desenvolvido com os recursos financeiros da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), da Fundacdo de Ensino e Pesquisa de Uberaba
(FUNEPU), Fundacdo de Amparo e Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e Coordenacao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



O©CoOo~NoolhWwWwN -

“Embora ninguém possa voltar atras e fazer um novo comeco,
qualquer um pode comecar agora e fazer um novo fim...”
(Francisco Candido Xavier)



© 00 N O O &~ WDNPE

N RN N RN DN RN DN RNDNNR R P PR R P R R R
© 0O N o O B W N P O © 0 N o 0ol W N B O

SUMARIO

LiSta de @DreVIATUNAS. ........ooieiieceee e ettt 10
(TS 2= W0 [ T T =TSSR 11
LiSta de tADEIAS. .......oiiiieicee e 12
INEFOTUGAD. ...ttt bbbt bbb e e 13
I AN (- g - T To] o - VSRS S P SRPSRN 13

2. ATBIOSCIBIOSE. ...ttt ettt bbbttt 13

3. Ceélulas inflamatorias Na ateroSCIEr0OSE.........ccuuvviiiriiiiiiieee e 16

4. MaStOCITOS NA AtEFOSCIEIOSE. ... c.veveveteiie ettt 16
HIPOTESE. ...ttt bttt bbb bt b et e ne e 21
(@] 0] =2 ()0 13RS 22
MALEFTAIS € METOTOS. .. .. eevieiieiesie ittt bbb r et e e b nbesbesbennean 22
1. Avaliacdo macroscopica do grau de aterosclerose nas aortas...........cccoceeevruenes 22

2. Coleta e processamento dos fragmentos. ..........coevviireiieieieiene e 25

3. Auvaliacdo dos mastdcitos corados pelo GIEMSA..........cccverveiieieeresiee e 27

4. Quantificaco do depOsito HPIdICO........covevviiieiieiicccecce e 28

5. Quantificacao d0 COIAgENO..........cccveiiiieceece e 29

6. Realizacdo da imunophistoquimica Anti-quimase e Anti-triptase.................... 31

7. Determinacdo da densidade de mastdcitos imunomarcados...........ccocevereeeeene 31

8. ANALISE BSTALISTICA. ... .evi et 33
RESUITATOS. ...ttt et bbb b s e seesae st beene e 34
Do 1 1157 (o SR 39
0] 0] 1157 T J OSSR 43
RESUIMO. ...ttt ettt b e e bt et e sae e beesnneene e 44
N o151 1 =T PP URPSPPR 45
Referéncias DiDIOGIrafiCas.........coooiiiiiiie e 46



© 00 ~N oo o1 B~ W DN B

N D N N N N NN P RPR R P R R R R R
N o O N W N EFP O © 0 N o o W N BEek o

LISTA DE ABREVIATURAS

CT: Colesterol total

CE: Células endoteliais

CML: Células musculares lisas

DAB: Diaminobenzidina

EC: Células espumosas

HDC: Histidina descarboxilase

HDL.: Colesterol de lipoproteina de alta densidade
IL-4: Interleucina 4

IL-5: Interleucina 5

IL-10: Interleucina 10

IL-2: Interleucina 2

IFN-ou: Interferon o

LDL: Colesterol de lipoproteina de baixa densidade
MMP: Metaloproteinases

NK: Natural Killers

PBS: Phosphate Buffered Saline (Tampao Fosfato Salino)
SCF: Stromal Cells Factor (Fator de células estromais)
Th1: Linfdcito T Help 1

Th 2: Linfécito T Help 2

Th 3: Linfécito T Help 3

TGF-B: Transforming Growth Factor (Fator de crescimento transformante-f3)

TG: Triglicérideos
TNF-a: Fator de necrose tumoral o

TNF-: Fator de necrose tumoral {3

10



10

11
12

13
14

15
16

17
18

19
20

21

11

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Andlise macroscopica das aortas de pacientes autopsiados............ccoveerereierennns 12
Figura 2. Processamento histologico dos fragmentos coletados............ccovvevveiieieeieciennen, 14
Figura 3. Mastocitos em aortas coradas Pelo GIEMSA. ........cccvrerreriririenene s 15
Figura 4. Aorta coradas pelo Sudan Vermelno..........cccocooiiiiiiiiiiiceee e, 16
Figura 5. QuantificaGao do COIAGENO..........c.ecieiieieece e 18
Figura 6. MastOCitoS IMUNOMAICAUOS. ..........eveirieieieieie et 20
Figura 7. Determinacdo da area dos fragmentos utilizando o programa Image J................ 20
Figura 8. Correlacao entre a idade e a densidade de mastocitos corados pelo Giemsa........ 24

Figura 9. Correlacdo entre densidade de mastocitos corados pelo Giemsa e intensidade da

ERE T RN (2] (010 (=] (011 (07 W [ IF- L0 4 r- FEURURUUUU OO OO RRRRR TR 24

Figura 10. Correlacdo entre densidade de mastocitos quimase e intensidade da leséo

ALEIOSCIEIOTICA T AOMA. ...t e e e e e e e e e e e 25

Figura 11. Correlacdo entre a densidade de mastocitos quimase e a porcentagem de

[o70] = To1=] 0 o TSR TSROSPRSSRIN 25

Figura 12. Correlacdo entre a densidade de mastdcitos triptase e a porcentagem de

[o70] = To1=1 0 o TSSO USRUSPRORIN 26

Figura 13. Correlacdo entre a densidade de mastdcitos triptase e a porcentagem de depdsito
1T o116 1ol FO TSP PP UTOTORTTPRTRURORIN 26



o N o o A W DN P

12

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas demogréaficas dos 141 pacientes autopsiados,
CUjas aortas foram avaliadas..........ccocueieeiiiieiie e 22
Tabela 2. Densidade de mastocitos em relacdo ao género, a cor e a causa de morte

analisada em aortas de pacientes autOPSIAUOS. ........c.ccveieerieeieieeie e e 23



© 00 N o o A W DN -

W W W W N RN N NNDNDNDMNDDNDNNMNDNDER PR PP PR P P R P PR
O N P O © © N o0 O B~ ON P O © 0 N O ol A W N B O

13

INTRODUCAO

1. Artéria aorta

A aorta é a principal artéria sisttmica do corpo humano (RICE, et al., 2007). Como
0s demais vasos sanguineos, a aorta apresenta origem mesodérmica e inicia sua formacéo
na terceira semana do desenvolvimento do organismo. A aorta emerge do coracdo e pode
ser dividida em raiz da aorta, aorta ascendente, arco da aorta e aorta descendente
(GARDNER, 1999). E formada por trés camadas: a tunica intima formada por epitélio
sustentado por pequena quantidade de tecido conjuntivo frouxo, a tdnica média que
consiste em porcdes variaveis de musculo liso e tecido elastico e a tlnica externa ou tdnica
adventicia, que é composta tanto de fibras colagenas quanto de fibras elasticas. Esta artéria
pode ser acometida por estrias lipidicas que podem evoluir a longo prazo para as placas
aterosclerdticas originando a doenca aterosclerose (GARDNER, 1999).

2. Aterosclerose

Etimologicamente, a palavra aterosclerose vem do grego athero - papa, mingau - e
sclerosis — endurecimento. O termo foi criado por Marchand, em 1904, para descrever a
esclerose vasal que era acompanhada de depdsitos gordurosos (DUQUE, 1998). A
aterosclerose € uma doenca cronica gque atinge vasos sanguineos periféricos e centrais,
podendo ser considerada um estado inflamatério ativo, cujas lesfes tém evolugdo longa e
gradual (KRAUSE, et al., 2007). Os precursores primordiais de lesdes obstrutivas sdo
descritos como pequenos depdsitos lipidicos na intima de recém nascidos. Segmentos de
espessamento intimal, que tendem a conter acimulos de lipideos, estdo também presentes
desde o nascimento, particularmente, em bifurcacdes. Assim a aterogénese é um processo
que se inicia nas fases precoces da vida. Estudos anatomo-patoldgicos demonstraram
lesGes iniciais da aterosclerose na parede arterial de pacientes ja no seu primeiro ano de
vida. Com o tempo, principalmente nas trés primeiras décadas, mais lipideos tendem a se
acumular nessas regides, 0 que pode transformar o espessamento adaptativo em
obstrucgdes, as quais podem causar sintomas. Esse processo € acentuado pela presenca de
fatores de risco cardiovasculares como tabagismo, etilismo, sedentarismo e consumo
excessivo de gorduras (STARY et al., 1994).
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A doenca aterosclerética € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
adultos de todo o mundo, com tendéncia a acometer pessoas mais jovens nos paises em
desenvolvimento (GIULIANO, et al., 2005), contribuindo para uma taxa de mortalidade e
morbidade no mundo ocidental que ultrapassa a de qualquer outra doenca (SCHOEN e
COTRAN, 2000). Na aterosclerose, 0 baixo peso ao nascimento estd associado a
disfungéo endotelial em adultos jovens (25 a 35 anos), que mesmo com baixa incidéncia de
fatores de risco podem ser importantes na patogénese da aterosclerose ao longo do
envelhecimento do paciente (LESSON et al., 2001). Em populacGes diferentes, as lesdes
ateromatosas progridem com a idade nos dois géneros. A prevaléncia e a progressédo das
lesbes da aterosclerose revela variaches geograficas expressivas entre as populacdes das
América, Europa e Africa. Esse fato esté relacionado as diferencas raciais ou as mudancas
genéticas nos fatores de risco e estilo de vida das pessoas (BRASILEIRO FILHO et al.,
2004; TAKEI et al., 2005).

Patofisiologia da aterosclerose

Tém sido descritos varios fatores de risco para o desenvolvimento aterogénico,
como o aumento dos niveis de triglicerideos (TG), de colesterol total (CT) e de colesterol
de lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol); a diminuicdo do colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol); a hipertensdo; a diabetes; o tabagismo e a
inatividade fisica. Dentre esses fatores, o perfil lipidico tem sido amplamente estudado pela
sua elevada associacdo com a aterogénese (KRAUSE et al., 2007).

A aterosclerose é uma doenca que se inicia na camada intima das artérias, regido
que carece de capilares, vasos linfaticos e nervos. No entanto, nas fases finais de
desenvolvimento da lesdo a camada adventicia também contribui para o desenvolvimento
da doenga, transformando a intima em uma camada espessada com formacdes
neovasculares originarios da vasa vasorum (pequenos vasos sanguineos que irrigam a
adventicia das artérias) (KOVANEN et al., 2007; Barger, et al., 1984). A hipotese de que a
oxidacdo da LDL é o evento inicial na aterogénese, ao invés de entrada de mondcitos do
sangue, tem recebido apoio através de estudos em fetos humanos que demonstraram sinais
de oxidagdo da LDL na auséncia da intima e de macréfagos nas mesmas areas (NAPOLL,
et al., 1997). Nessa fase muito precoce da vida, quando as particulas de LDL entram na
intima arterial, encontram células endoteliais (CE) e células musculares lisas (CML), que

devem ser as responsaveis pela oxidacao das LDL locais. Mais tarde, mondcitos do sangue


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Takei+H%22%5BAuthor%5D
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também participam do processo, se convertendo em macrdfagos e fagocitando as particulas
de LDL oxidadas (UPSTON, et al. 2002).

Na camada intima subendotelial as particulas de LDL se vinculam aos
proteoglicanos subendoteliais permanecendo imoveis dentro da matriz extracelular por
longo periodo (HEVONOJA et al., 2000). Enquanto permanecer na matriz extracelular
subendotelial as particulas de LDL ficam expostas ndo s a agentes oxidantes, mas também
a uma variedade de enzimas hidroliticas secretadas pelas CEs, SMLs, e macrdfagos
(HAKALA et al., 2003). A modificacdo das particulas de LDL por oxidacdo ou por
enzimas induz inflamacgdo local, induzindo a produgdo de citocinas quimiotatica de
macrofagos secretada por CEs ativadas e CMLs e pelos proprios macrofagos (HANSSON,
2005).

Os macrofagos fagocitam as goticulas lipidicas, ficando o citoplasma cheio de
goticulas de éster de colesterol, assemelhando-se a 'espuma’, quando examinadas por
microscopia eletrénica ou por microscopia de luz, sendo chamadas de células espumosas
(EC) (UPSTON, et al., 2002). As ECs repousam sob a transparente camada de CE e ddo a
superficie interna do vaso uma aparéncia amarelada. Essas areas amareladas sdo chamadas
estrias gordurosas, que ndo chegam a obstruir e nem provocar formagéo de trombos no
vaso. Sdo clinicamente silenciosas (STARY et al., 1995)e sdo as precursoras das
verdadeiras lesbes da aterosclerose, ou ateromas, também chamadas de placas
ateroscleroticas. Nos ateromas, os ésteres de colesterol estdo acumulados, ndo apenas em
EC, mas também no espaco extracelular da intima, que juntamente de derivados lipidios
LDL-derivados e uma fracdo oriunda de EC necrosadas formam um nucleo lipidico
extracelular macio (STARY, 2000). O nucleo lipidico necrético é separado da circulagdo
por uma capsula de colageno. A capsula é composta por densa matriz extracelular rica em
colageno tipo | (DUQUE, 2003).

As placas aterosclerdticas avancadas variam na arquitetura. A lesdo pode ser sélida
fibrosa com pequeno nucleo lipidico e uma cépsula espessa ou grande nucleo lipidico rico
em lipidios moles e uma fina capsula. Uma placa com capsula espessa € essencialmente
estavel, enquanto que uma placa com uma fina capsula é propensa a ruptura (LIBBY,
1995). No local da ruptura, torna-se exposto o tecido subendotelial trombogénico,
originando trombos ricos em plaquetas. Tal placa trombo-coberta é chamada de placa
complicada, podendo causar complicagdes clinicas, tais como angina instavel e infarto do

miocardio (FUSTER et al., 2005). Se uma placa complicada é rompida, pode cair na



© 00 N oo o B~ W N P

W W W W wWRN NNDNDDNDDNDRNDNDNDNDIERR P PR R B P p P R
B W N P O © 0 N oo 0 & W NP O ©W 0 N O ol b W N B O

16

circulacdo e chegar por exemplo a uma &rvore arterial intra-cerebral e finalmente causar
obstrucgéo e acidente vascular cerebral isquémico (KOVANEN, et al., 2000).

Células inflamatorias estdo envolvidas na patogénese da ruptura das placas
ateroscleroticas, através do enfraguecimento da placa fibrética devido a alta atividade das
enzimas produzidas por estas células, que degradam a matriz extracelular. (ATIKNSON et
al., 1994; BOT et al., 2007; TSURUDA et al., 2006).

3. C¢élulas inflamatdrias na aterosclerose

A lesdo aterosclerdtica contém grande ndmero de células imunoldgicas,
particularmente macrdfagos e células T, que sdo recrutadas para a parede vascular no inicio
da aterosclerose através da expressdo de moléculas de adesdo no endotélio. Muitos
experimentos em ratos e em humanos tém sustentado a hipdtese de que mecanismos
imunolégicos estdo envolvidos na aterosclerose (HANSSON, 2006).

Os macrofagos representam o componente inflamatério mais importante na
aterosclerose sendo encontrados em lesdes discretas e avancadas (LINDSTEDT, et al.,
2004). Os macrofagos sdo os protagonistas da inflamacéo e da resposta imune inata. Sua
acao depende da capacidade de producéo de radicais livres de oxigénio, proteases, fatores
complemento e citocinas. Os macréfagos podem ainda iniciarem a resposta imune
adaptativa apresentando antigenos para os linfécitos T. Todas estas atividades sdo
importantes na aterogénese (HANSSON, 2001).

Dentre os linfocitos T, muitos subtipos sdo encontrados na lesdo aterosclerdtica:
CD3, CD4, CDS8, T help , B e Natural Killers (NK). Muitos deles sdo T helpl (Thl) que
secretam IFN-a, IL-2, TNF o e B, causando ativacdo de macrofagos, ativacdo vascular e
inflamacdo. Ja as citocinas dos linfocitos Th 2 (IL-4, IL-5, IL-10) sdo menos abundantes
no estagio final das lesdes que as do linfécito Thl. O linfocito Th3 produz TGF-f que
estimula a sintese de colageno e fibrose (HANSSON, 2001).

Dentre as células inflamatérias os mastdcitos também tem participacdo importante

na patogénese da placa aterosclerdtica e suas complicagbes (BOT et al., 2007).

4. Mastécitos na aterosclerose

A caracteristica mais marcante dos mastocitos € que o seu citoplasma é preenchido

com granulos metacromaticos densos que se coram de vermelho ou violeta quando tratados



© 00 ~N oo o b~ W N e

W W W W RN DNRNNDNDRNDNDDNDNDNDERPRRPR P PR P B R R P Ry
W N P O © 0 N o O B W N P O © 0 ~N o 0o M w NN B O

17

com corantes basicos a base de anilina. Usando esta “metacromasia”, Ehrlich em 1878, foi
o0 primeiro a descrever morfologicamente os mastécitos denominando-os de mast cells ou
mastzellen (maestung - a raiz da palavra mastigacdo em inglés cuja forma ativa Measten
ainda esta em uso) por acreditar que estes granulos eram o produto de superalimentacéo.
Ehrlich também observou a tendéncia de mastdcitos se associarem aos vasos sanguineos,
nervos e ductos glandulares. Estas observagdes contribuiram para o Prémio Nobel de
Ehrlich em Medicina em 1908. Em 1894, Unna descreveu que as lesdes cutaneas
denominado urticaria pigmentosa (UP) estavam associadas ao aumento de mastocitos logo
abaixo de cada lesdo. A partir dai ficou definido que os mastdcitos podem ser encontrados
tanto em tecidos normais como naqueles com inflamagédo (METCALFE, 2008).

Os mastdcitos sdo originados de células multipotentes da medula dssea
hematopoética que caem na circulacdo sanguinea, migram para o0 tecido onde se
proliferam, diferenciam-se e tornam-se residentes (FILIPPIS, et al., 2008; METCALFE,
2008). S&o distribuidos em todos os 6rgdos e tecidos vascularizados do corpo, como pele,
trato gastrointestinal, vias aéreas, cérebro, peritonio e foliculos do cabelo. Essa diversidade
de distribuicdo é associada a heterogeneidade dos mastécitos (KINET, 2007).

Seus granulos contém principalmente histamina, proteases neutras e proteoglicanos
da heparina. A histamina pode estar envolvida nas mudangas da permeabilidade associada
a aterosclerose, pois anti-histaminicos demonstraram efeitos anti-aterogénicos
(ATIKNSON, et al.,, 1994). Os mastocitos sdao as primeiras células imunes que
consideravelmente estimulam o processo inflamatério com rapida liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios e vasodilatadores como histamina, TNF-o. e fatores quimiotaticos de
eosinofilos, neutrofilos e basofilos (FILIPPIS, et al., 2008).

Estudos in vivo e in vitro sugerem que 0s mastocitos tém papel importante de
recrutamento de células inflamatorias na placa aterosclerotica através da liberacdo de
quimiocitocinas que atraem leucécitos. Mediadores como triptase, TNF-a e histamina,
estimulam ainda as células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo responsaveis
pelo recrutamento (SUN, et al., 2007). Os mastocitos exercem também efeitos fibrogénicos
por liberacdo de histamina, triptase (TSURUDA, et al., 2006) e quimase (DOGGRELL, et
al., 2004). A producgdo de TGF-f pelos mastdcitos juntamente com TNF-a tem potencial
de induzir a infiltragdo de mondcitos na placa aterosclerotica. Os mastdcitos também
regulam o funcionamento de vérias células dos vasos sanguineos como as células
musculares lisas e endoteliais (LINDSTEDT, et al., 2004; KINOSHITA, et al., 2005).
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Quando estimulados, os mastocitos migram para o local da lesdo inflamatoria,
sendo que a quimiocina responsavel por essa migracdo é o Stromal Cells Factor (SCF)
produzido por células mesenquimais do tecido, como os fibroblastos. Este fator foi
detectado em celulas endoteliais e musculares lisas da intima das artérias humanas
sugerindo ser responsavel pela migracdo de mastécitos para a intima das artérias aorta e
coronérias (KOVANEN, 2007).

Proteases quimase e triptase

Originalmente, os mastécitos foram divididos fenotipcamente em dois tipos de
acordo com as proteases neutras citoplasmmaticas: os que contém triptase e 0s que contém
triptase e quimase. Os mastocitos que contém triptase e um pouco ou nenhuma quimase
sdo mais encontrados nas mucosas, principalmente das vias aéreas e trato gastrintestinal.
Os mastécitos que contém tripase, quimase, carbossipeptidase e catepsina G estdo
presentes nos tecidos conjuntivos da pele, do peritdneo, dos tecidos perivasculares e das
membranas sinoviais. Porém outro subtipo tem sido identificado, sendo aqueles mastécitos
que para alguns autores contém quimase e carbossipeptidase (FILIPPIS et al., 2008) e para
outro autor esses mastécitos contém quimase e catepsina G (METCALFE, 2008), podendo
ser encontrados em diferentes localizagdes. Na intima da aorta humana e da artéria
coronaria, a maior parte dos mastdcitos contém triptase e quimase simultaneamente
(KOVANEN, et. al, 2007).

O papel fisiolégico da quimase e da triptase ainda € incerto e suas atividades nao
sdo observadas em tecidos normais e sim em tecidos com lesdo como por exemplo a
aterosclerose (TAKALI, et al., 2004). Nos macrofagos, o efluxo de HDL previne o acumulo
de colesterol. Mas as proteases neutras dos mastdcitos degradam as HDL, tornando-o
incapaz de remover o colesterol de dentro dos macréfagos espumosos (DOGGRELL, et al.,
2004; LEE, et al., 2002). A quimase participa da sintese da angiotensina Il, que nesse caso
ndo estd envolvida na regulagdo da pressdo sanguinea. Provavelmente esta envolvida no
remodelamento estrutural associado a doencgas do sistema cardiovascular (DOGGRELL, et
al. 2004). A quimase, além disso, pode modificar a proteina LDL em LDL oxidada,
facilitando o acumulo dessas proteinas no interior dos macréfagos (PAANAMEN, et al.,
1994).

A quimase e a triptase parecem estar envolvidas também no processo de ruptura e

erosdo da placa aterosclerdtica. Os sitios com placa aterosclerética contém elevado nimero
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de mastdcitos ativados em degranulagdo. As proteases liberadas em presenca de TNF-
o levam a apoptose de células musculares lisas, epiteliais e midcitos. Também degradam a
fibronectina e vibronectina, que compde a matriz extracelular e sdo necessarias para a
adesdo das células, ou entéo ativam metaloproteinases (MMPs), que por sua vez degradam
a matriz extracelular (HEIKKILA, et al., 2008). Estas proteases podem ativar também o
TGF-B, que inibe o crescimento de células musculares lisas nas artérias, (DOGGRELL, et
al., 2004; DELIARGYRIS et al., 2005; LESKINEN, et al., 2003; LINDSTEDT, et al.,
2004), e inibe a producdo de fibronectina que mantém as CMLs aderidas entre si,
facilitanto a migracéo dessas células para a intima e média (WANG, et al., 2001).

Estudos in vitro mostraram que quando adicionado SCF em cultura contendo
precursores de mastdcitos, existe forte expressdo de mastocitos triptase e pouca expressao
de mastdcitos quimase. O desenvolvimento de mastocitos em quantidades significativas
somente acontece quando em presenca de camada de células estromais. O que sugere que
além do SCF alguns cofatores produzidos pelas células da intima sdo necessarios para a
expressao da quimase, o que sugere que as CE podem modificar o fenétipo dos mastdcitos.
Além disso a IL-4 juntamente com SCF promove a conversdo de mastdcitos triptase em
mastacitos triptase/quimase (KOVANEN, 2007).

Estudos demonstram mastocitos em areas com lesdo aterosclerdtica avancada
(TSURUDA et al., 2006). Os mastdcitos ativados tém sido encontrados abundantemente na
adventicia durante a progressdo da placa ateromatosa, e também na intima das artérias,
influenciando na vulnerabilidade das placas ateroscleroticas e colaborando para a ruptura e
erosdo da placa (BOT et al., 2007). Portanto, os mastocitos sdo instrumentos importantes
na reacdo inflamatdria presente na placa aterosclerotica, participanto ativamente deste
processo (KINET, 2007). A triptase, juntamente com TNF-a e histamina, pode ativar as
CE a expressar moléculas de adesdo que vdo recrutar outras células inflamatdrias
(LINDSTEDT, et al.,, 2004). A triptase estimula a formagdo de MCP-1, proteina
quimiotatica de mondcitos produzida pelas células endoteliais e de IL-8, potente
quimiotatico de neutrofilos (KINOSHITA et al., 2005).

Os mastdcitos podem ser ativados por meio de IgE, por fatores e histamina
liberados por macrdfagos ou linfocitos T vizinhos, ou por componentes do sistema
complemento (C3a, C5a). Quando ativados iniciam a degranulacdo que é o processo de

exocitose dos componentes dos seus granulos. Existem mais mastdcitos ativados e
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degranulados em éareas com placa aterosclerética e cdpsula fibrosa quando comparadas
com intimas normais (LESKINEN, et al., 2003).

Estudo realizado em aortas de ratos, que por mutacdo genética ndo desenvolvem
mastocitos, demonstrou menor lesao aterosclerotica apds ingestdo de dieta rica em gordura.
As lesdes ateroscleréticas apresentaram menor nimero de macréfagos, de linfocitos T
CD4", de células proliferativas Ki67 e de células em apoptose o que sugere que 0S
mastocitos e seus mediadoras regulam diretamente os tipos de células envolvidas na
aterogénese (SUN et al., 2007).

Assim, o0s mastocitos exercem papel fundamental na fisiopatogénese da
aterosclerose, contribuindo ativamente para sua evolucdo. Podem até agravar a
aterosclerose de acordo com a quantidade de mastocitos envolvidos e também o tipo de
mastocito presente no tecido (KINET, 2007).

Portanto, os processos envolvidos na atrerogénese e formacdo de fibroateromas
ainda néo sdo totalmente conhecidos, assim como a fungdo exata das proteases produzidas
pelos mastdcitos. Dai a necessidade de estudos que avaliem os mastdcitos nas placas
aterosclerdticas, o que funcionaria como mais um método para avaliar a evolucéo,

prognastico e prevencdo da aterosclerose e suas consequéncias.
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HIPOTESE

morte

Existe 0 aumento da quantidade de mastdcitos em aortas de pacientes com causa de

cardiovascular e com grau de aterosclerose e idade avancados.
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OBJETIVOS

Quantificar mastécitos na aorta de adultos autopsiados e associar a densidade
dessas células com a idade, a cor, o género, 0 grau de aterosclerose, a causa de morte, a

porcentagem de depdsito lipidico e a porcentagem de colageno.
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MATERIAIS E METODOS

Ap6s a aprovacio pelo Comité de Etica em Humanos da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) foram coletados fragmentos de aortas de 141 pacientes
autopsiados pela Disciplina de Patologia Geral, Uberaba — MG, no periodo de 1963 a
2008. Foram selecionados pacientes com idade entre 18 e 85 anos, sendo coletados dados

relativos a idade, ao género, a cor e a causa de morte nos laudos de autdpsias.

1. Avaliacdo macroscopica do grau de aterosclerose nas aortas

Inicialmente a intensidade da aterosclerose foi classificada macroscopicamente
em discreta, moderada ou acentuada de acordo com os depdsitos lipidicos. Posteriormente,
foi avaliado o grau de aterosclerose com o auxilio de uma escala padronizada de 0,0 cm a
12,0 cm. O grau de aterosclerose foi transferido a uma escala ndo milimetrada, de forma
subjetiva registrando um ponto na escala. Em seguida, com o auxilio de uma régua, mediu-
se a distancia de 0,0 cm ao ponto marcado na escala. A intensidade da aterosclerose foi
classificada em discreta de 0,1 cm a 4,0 cm, moderada de 4,1 cm a 7,0 cm e acentuada de
7,1 a 12,0 cm. Para esta avaliacdo foi considerada a extensdo das placas ateromatosas, a
intensidade de fibrose e de calcificacdo. A avaliacdo foi realizada por um examinador
treinado que ndo conhecia os dados daquele material (Figura 1 A, B).
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Figura 1. A- Analise macroscopica das aortas de pacientes autopsiados: Aorta com
lipidose (seta amarela), aorta com aterosclerose moderada (seta vermelha), aorta com
aterosclerose acentuada (seta azul) B - Marcacao da intensidade de aterosclerose utilizando

uma régua.
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2. Coleta e processamento dos fragmentos

De cada caso foi coletado um fragmento de aorta, no sentido transversal, medindo
aproximadamente 2x2 cm. Esses fragmentos que ja estavam fixados em formaldeido 3,7%,
foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina.
Posteriormente foram realizados 6 cortes de 4 um, sendo as laminas coradas pelo Giemsa,
Picro-sirius. As demais laminas foram utilizadas para realizacdo da imunohistoquimica
(Figura 2 A, B, C, D e E). Para coloracdo de Picro-sirius foi utilizada solucdo aquosa
saturada de acido picrico adicionada de 0,19% de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B-
Bayer e contra-coloracdo pela Hematoxilina de Harris. Para a coloracdo de Sudan
Vermelho os fragmentos de aortas previamente fixados em formaldeido foram lavados
com tampéo (Solucdo de Salina Tamponada (PBS) e congelados a temperatura de 180°C
em nitrogénio liquido para confecgdo do bloco. Posteriormente, foram realizados cortes
seriados de 8 um de espessura no criostato a temperatura de -23°C. Deste material
congelado foi confeccionado uma lamina e realizado a coloracdo pelo Sudan Vermelho
para quantificacdo do depdsito lipidico (alcool 70% (50ml), acetona PA (50ml) e Sudan |11
até saturar com contra-coloracdo pela Hematoxilina de Harris.
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Figura 2. A- Corte do fragmento da aorta para processamento histolégico. B-Fixagdo do
fragmento em formaldeido 3,7%. C- Inclusdo do fragmento em parafina. D- Micrétomo (a)

e banho Maria (b) para preparo das ldaminas. E — Bateria de coloragéo.
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3. Avaliacao dos mastocitos corados pelo Giemsa

Para a determinacdo da densidade de mastdcitos foi calculada a area de cada
fragmento. Para isso as laminas foram fotografadas juntamente com uma régua. Em
seguida utilizando o programa Image J, os fragmentos foram contornados para obtencao da
drea de cada corte, sendo expressa em cm?’. Posteriormente os mastdcitos foram
quantificados nas camadas intima, média e adventicia da aorta em aumento final de 500x
em toda extensdo do corte (Figura 3). Com a area do corte e 0 nUmero de mastocitos

calculamos a densidade de mastécitos (niimero de mastdcitos por cm?).

e ' ‘) ~
. : : i BVYAT &
Figura 3. Corte histologico do fragmento da camada adventicia da aorta em que observa-

se mastdcitos (setas) [Giemsa, 3200x].
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4. Quantificacdo da porcentagem de deposito lipidico

Essa quantificacdo foi realizada com objetiva de 20x utilizando-se o programa KS
300 Kontron-Zeiss. O campo a ser quantificado foi capturado por meio de uma camara
acoplada ao microscopio e ao computador para digitalizacdo da imagem. Logo apos, a area

de depdsito lipidico positiva pelo Sudan Vermelho foi marcada pelo observador para obter

o O~ W N

o0 percentual do deposito por area do campo analisado (Figura 4).

-,
8 Figura 4: Corte histologico do fragmento da camada intima da aorta onde se observa

9  depédsito lipidico (seta) [Sudan Vermelho, 800x].
10
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5. Quantificacao do coladgeno

A quantificacdo do coldgeno foi realizada na camada intima da aorta nas laminas
coradas por Picro-sirius, sendo examinadas sob luz polarizada com objetiva de 5, 10 ou
40x de acordo com a espessura da camada. Para esta quantificacdo todos os campos do
corte foram digitalizados. A morfometria foi feita com o sistema analisador de imagens
semi-automatico “Image J 1.32) (National Institutes of Health, USA). Dessa forma, a
imagem do campo a ser quantificado foi digitalizada utilizando uma camera acoplada ao
microscopio. Por esse método, o coldgeno mostra-se birrefringente. O colageno tipo I,
presente no tecido cicatricial, produto final quando o tecido se cicatriza por reparacao,
apresenta fibras grossas, com coloracéo variando do amarelo-alaranjado ao vermelho. E o
colageno tipo 11l produzido por fibroblastos jovens antes do colageno tipo I, que é mais
elaborado, estd presente em tecidos de granulacdo (reticulina) se apresenta formado por
fibras finas, pouco compactadas, corando do amarelo-esverdeado ao verde (COIMBRA, et
al., 2008). A érea de colageno foi marcada para obter-se o percentual de colageno por érea

do campo analisado (Figura5 A, B, C e D).
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Figura 5: A- Corte histol6gico do fragmento da camada intima da aorta examinado sob luz
comum [Picro-sirius, 200x]; B - Corte histologico do fragmento da camada intima da aorta
observado sob luz polarizada em onde podemos observar fibras de colageno birrefringentes
(seta) [Picro-sirius, 200x]; C- Microscopio acoplado a camera para digitalizacdo das
laminas; D- Marcagdo do coladgeno no programa KS300 para quantificacdo desse colageno

em porcentagem.
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6. Realizacdo da imunohistoquimica Anti-quimase e Anti-triptase

Foram utilizados os anticorpos anti-quimase (DBS, 1:1000) e anti-triptase (DBS,
1:1000) para a marcacdo dos mastdcitos. Em laminas silanizadas com poli-L-lisina foram
colocados os cortes em blocos de parafina de 2 um. Foram imersas em xilol para retirar a
parafina sendo posteriormente hidratada em alcoois em concentracGes decrescentes até
agua destilada. Em uma panela a vapor a 97°C as laminas foram embebidas em solugéo de
tampéo citrato por 30 minutos e, logo apoés, resfriadas em temperatura ambiente por mais
30 minutos. O material foi lavado em 4gua destilada rapidamente. A peroxidase enddgena
foi inibida com H,0O, 10V, 3 vezes por 5 min, em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
Posteriormente foi realizada lavagem em agua rapidamente e em solucdo de Tampao
Fosfato Salino (PBS) 5 min. Os anticorpos primarios foram reconstituidos e diluidos em
solugdo de PBS e albumina e incubados em camara umida e escura e deixados “over night”
a 8°C. Posteriormente, lavou-se novamente em agua destilada rapidamente e depois em
solucdo de PBS 5 min. Os anticorpos secundarios foram incubados por 1 hora a
temperatura ambiente em camara Umida. Em seguida foi lavado em solucdo de PBS e
depois colocado em PBS por 5 min. Incubou-se em peroxidase por uma hora a temperatura
ambiente em cémara Umida. Lavou-se em solucdo de PBS 5 min. Incubou-se com
diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos a temperatura ambiente e cAmara Umida (100 pl
DAB + 15 ul de H,0,). As laminas foram lavadas com agua destilada para inativar o DAB,

contracoradas com Hematoxilina de Harris e montadas com laminula e Enthelan®.

7. Determinacdo da densidade de mastdcitos imunomarcados

A anélise morfométrica dos mastocitos imunomarcados foi realizada através de
microscopio de luz comum quantificando-se os mastocitos em toda a extensdo do corte nas
trés camadas da aorta, utilizando aumento final de 500x (Figura 6). Posteriormente a area
do corte foi calculada no programa image J com as fotografias das laminas prontas,
contornando os cortes com auxilio de um cursor. Dessa forma foi possivel calcular a

densidade de mastécitos, sendo expressa niimero de mastécitos por cm? (Figura 7).
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Figura 6. Corte histolégico da camada adventicia da aorta imunomarcada por anti-
quimase onde se observa a presenca dos mastécitos (setas) [Imunohistoquimica, 3200x].
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Figura 7. Determinacéo da area dos fragmentos utilizando o programa Image J.
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8. Analise estatistica

Inicialmente foi elaborado um banco de dados eletrdnico através do programa
Microsoft Excel® e os dados foram analisados através do software Sigma-Stat® 2.03. A
normalidade dos dados foi verificada a partir do teste de Kolmogorov-Smirnov, como a
distribuicdo foi ndo normal, utilizamos o teste Mann-Whitney para comparagéo entre 2
grupos, e o teste Kruskall-Wallis para comparacéo entre 3 ou mais grupos e o coeficiente
de correlacdo de Spearman para correlacionar 2 variaveis. Foram consideradas

estatisticamente significativas quando p foi menor que 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Foi analisada a distribuicdo demogréafica dos pacientes com métodos descritivos
(Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas demogréaficas dos 141 pacientes autopsiados,

cujas aortas foram avaliadas.

Caracteristicas demograficas n = 141

Idade (Mediana, Min.-Max.) anos 56 (18-85)
Género n (%)

Masculino 94 (66,7)

Feminino 47 (33,3)
Cor n (%)

Branco 91 (64,5)

Né&o Branco 50 (35,5)
Causa de morte n (%)

Cardiovascular 63 (44)

Nao Cardiovascular 79 (56)
Grau de aterosclerose n (%)

Discreto 59 (41,9)

Moderado 37 (26,2)

Acentuado 45 (31,9)

Os pacientes do género feminino e da cor branca apresentaram maior densidade de
mastdcitos corados pelo Giemsa na aorta, porém, sem diferenca significativa (p>0,05). Os
pacientes com causas de morte cardiovasculares apresentaram menor densidade de
mastocitos corados pelo Giemsa na aorta quando comparados a pacientes de causas de

morte ndo-cardiovasculares, sem diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Densidade média de mastocitos nas artérias dos 141 pacientes autopsiados em

relacdo ao género, a cor e a causa de morte.

Dados Meédia da densidade de mastocitos p
Género
Masculino 0,0348 > 0,05
Feminino 0,0125
Cor
Branco 0,033 > 0,05
Nao Branco 0,0242
Causa de morte
Cardiovascular 0,0325 > 0,05
Nao Cardiovascular 0,0232
Grau de aterosclerose
Discreto 0,0
Moderado 0,0 > 0,05
Acentuado 0,0

Houve correlacdo positiva e significativa entre a densidade de mastécitos corados
pelo Giemsa e a idade (rS= 0,214 p = 0,016) (Figura 8); entre a intensidade de lesdo
macroscopica da aterosclerose e a densidade de mastdcitos corados pelo Giemsa (rS=
0,234 p<0,05) (Figura 9); entre a intensidade de aterosclerose e a densidade de mastocitos
do tipo quimase (rS = 0,375 p = 0,0121) (Figura 10); entre a densidade de mastocitos
guimase e a porcentagem de colageno (rS = 0,115 p=0,00568) (Figura 11); entre a
densidade de mastocitos triptase e a porcentagem de coladgeno (rS = 0.110 p=0,00788)
(Figura 12); entre a densidade de mastdcitos triptase e a porcentagem de depdsito lipidico
(rS =0,117 p=0,00444) (Figural3).

Os demais parametros analisados (a cor, o género, a idade e o grau da aterosclerose)
ndo apresentaram diferenca estatistica para as duas populagdes de mastécitos.
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Figura 8. Correlacdo entre a idade e a densidade de mastocitos corados pelo Giemsa em
aortas de pacientes autopsiados.

Coeficiente de relagdo de Spearman rS = 0,214; p = 0,016
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Figura 9. Correlacdo entre densidade de mastocitos corados pelo Giemsa em aortas de
pacientes autopsiados e intensidade da leséo aterosclerética da aorta.

Coeficiente de relagdo de Spearman rS = 0,234; p< 0,05.
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Figura 10. Correlacdo entre densidade de mastécitos quimase em aortas de pacientes
autopsiados e intensidade da lesdo aterosclerotica da aorta.

Coeficiente de relagdo de Spearman rS = 0,375; p = 0,012
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Figura 11. Correlagdo entre a densidade de mastocitos quimase em aortas de pacientes
autopsiados e a porcentagem de colageno.

Coeficiente de relagdo de Spearman rS = 0,115; p=0,006
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2  Figura 12. Correlacao entre a densidade de mastdcitos triptase em aortas de pacientes
3 autopsiados e a porcentagem de colageno.
4
5  Coeficiente de relacdo de Spearman rS = 0.110; p=0,008
6
30 -

g 5

824 8 - u

5 [ ]

= "

218 | = 1

\é u n. u

s

312

5

g

= ] B
0 i (. : : : ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Densidade de mastécitos triptase (mastécitos / mm2)

7

8  Figura 13. Correlacéo entre a densidade de mastocitos triptase em aortas de pacientes
9 autopsiados e a porcentagem de depésito lipidico.
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DISCUSSAO

No presente estudo levantamos a hip6tese de que os mastdcitos seriam encontrados
em maior densidade nas artérias de pacientes com causa de morte cardiovascular, pois
participam da neofomacédo colagena da placa aterosclerética por liberar mediadores que
induzem fibrogénese (TSURUDA, et al., 2006; DOGGRELL et al., 2004). Essas placas
aterosclerdticas podem obstruir artérias de médio calibre como as coronérias levando a
isquemia que, se prolongada, desencadeia infarto do miocéardio podendo comprometer a
funcdo cardiaca levando inclusive ao obito (BRASILEIRO FILHO, et al., 2004). No
entanto, nao houve diferenca significativa na comparacao entre a densidade de mastocitos
e causas de mortes, nem mesmo a cardiovascular. Apesar da deficiéncia de mastdcitos
estar associada ao menor risco de 6bito frente a doencas inflamatérias como artrite
(FILIPPIS, et al., 2008), estudos demonstram que pacientes que foram a ébito por infarto
agudo do miocéardio apresentaram grande numero de mastocitos em areas de erosdo ou
ruptura da placa aterosclerética das artérias coronarias (LESKINEN et al., 2003). Assim,
acreditamos que, pelo menos nos casos analisados, 0 comprometimento das artérias aortas
ndo refletiria 0 comprometimento das coronarias, ou seja, pacientes com aterosclerose
avancada nas coronarias talvez ndo apresentassem lesdes semelhantes nas aortas que
pudessem desencadear insuficiéncia cardiaca e obito.

Sabe-se que com o envelhecimento a probabilidade de ser acometido pela doenca
aterosclerdtica é maior em funcdo do dep6sito continuo de colesterol (TSURUDA, et al.,
2006; DOGGRELL et al., 2004). No presente estudo observamos correlacdo positiva e
significativa entre o niumero de mastdcitos e idade, o que demonstra que existe mais
mastdcitos na aorta de idosos que nas aortas dos jovens. Portanto associado a outros fatores
de risco, 0 aumento da densidade de mastécitos com o envelhecimento pode provocar o
agravamento de lesGes aterosclerGticas como ja demonstrado em outros estudos
(TSURUDA et al., 2006; DOGGRELL et al., 2003). Em contrapartida, existem relatos de
aumento de mastocitos na aorta em individuos jovens estando associado as lesdes precoces
de aterosclerose (ATINKSON et al., 1994).

Ainda, corroborando a associacao entre densidade de mastdcitos e a aterosclerose,
encontramos correlacdo positiva e significativa entre a intensidade da lesdo macroscopica
da aterosclerose e a densidade de mastocitos corados pelo Giemsa. Apesar de ndo termos
encontrado na literatura estudos que comparassem a intensidade das lesdes macroscopicas

da aterosclerose e a densidade de mastdcitos nas aortas, nossos achados estdo de acordo
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com a literatura, pois j& foi demonstrado que a densidade de mastacitos foi maior em aortas
com lipidose quando comparadas as aortas normais (KOVANEN, et al., 2007). Outro
estudo demonstrou histidina descarboxilase (HDC), uma enzima que codifica a histamina,
nas artérias de camundongos com aterosclerose. A enzima foi mais encontrada na
adventicia e na neointima das artérias, sendo que os animais que ndo tinham HDC
apresentavam menor espessamento da intima. Isso indica que a histamina produzida pelos
mastocitos participa da estimulacdo da formacdo da neointima e da placa aterosclerdtica
(OHTSU et al., 2008), o que justificaria maior densidade de mastdcitos nas lesdes mais
avancadas descritas no presente estudo.

Observamos correlagcdo positiva e significativa entre a densidade de mastécitos
qguimase e a porcentagem de colageno e entre a densidade de mastdcitos do tipo triptase e a
porcentagem de colageno. Em condigbes fisioldgicas, o mecanismo de ativacdo dos
mastécitos que levam a liberacdo de mediadores é rigorosamente regulado. Porém, em
condigdes patoldgicas, como na aterogénese, este mecanismo pode se tornar descontrolado,
levando a destruicdo tecidual (HEIKKILA, et al., 2008). Na intima normal, a sintese e a
degradacdo da matriz pericelular e extracelular € balanceada, enquanto que na intima
aterosclerdtica a degradacdo predomina. Este fato leva a crer que as proteases dos
mastdcitos, quimase e triptase, apresentem acao direta em processos que agravam a leséo
aterosclerética como a ativacdo de pr6 MMPs que colaboram na degradacdo de
componentes como fibronectina e vitronectina (LINDSTEDT, et al., 2004). Essa
degradacdo descontrolada da matriz extracelular, associada a liberacdo de mediadores que
induzem neorfomacdo colagena, participa da patogénese das placas aterosclerdticas
(HEIKKILA, et al., 2008). Assim, 0 aumento de mastdcitos quimase e triptase nas aortas
do presente estudo estaria contribuindo para o aumento da producdo de colageno, e, por
conseguinte para o agravamento da lesdo aterosclerotica.

Encontramos correlagdo positiva e significativa entre a densidade de mastécitos do
tipo quimase e intensidade da aterosclerose. A protease quimase, além de ativar a
degradacdo da matriz extracelular, participa da conversdo da Angiotensina | em
Angiotensina Il (LIBBY, et al., 2007; TAKALI, et al., 2004). Existem evidéncias de que a
ativacdo do sistema renina-angiotensina no tecido esta associada com o desenvolvimento
de aterosclerose em humanos (IHARA, et al., 1999) pois a Angiotensina Il induz
angiogénese, sendo importante na regulacdo do ténus vascular, no estresse oxidativo e na
resposta inflamatoria na parede vascular (LIBBY, et al., 2007). Assim, a quimase atua

como potencializador da conversdo da Angiotensina | em Angiotensina Il, favorecendo a
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formagdo da placa aterosclerdtica, o que justificaria maior densidade de mastocitos
quimase nos casos de aterosclerose avancada encontrada no presente estudo.

Ja com relacdo aos mastdcitos triptase, ndo encontramos estudos que compararam a
densidade desses mastocitos com a porcentagem de colageno. No entanto, como a maioria
dos mastdcitos presentes nas paredes das artérias possuem triptase, talvez essa protease
(KOVANEN et al.,, 2007) também participe da neoformacdo coldgena nas placas
ateroscleroticas. Em contraste com 0s nossos resultados, onde ndo observamos diferenca
significativa entre a densidade de mastdcitos do tipo quimase e a idade dos individuos,
uma pesquisa realizada em macacos, que possuem a quimase vascular altamente homologa
a de humanos, demonstrou aumento dessa protease de acordo com o0 aumento da idade
desses animais (DOGGRELL, et al.,, 2004). Também ndo foi encontrada diferenca
significativa entre a densidade de mastdcitos do tipo triptase e a idade. No entanto, apesar
de ndo termos encontrado na literatura estudos que associassem a idade com a densidade
de mastocitos triptase nos tecidos, pesquisa realizada em pacientes com doenca
aterosclerdtica coronariana demonstrou que o nivel de triptase sérico era maior nos
pacientes idosos, estando associado com o agravamento das lesdes ateroscleroticas nas
artérias coronarias (DELLIARGYRIS, et al., 2005).

Estudo realizado em hamsters alimentados com dieta rica em colesterol demonstrou
aumento do depdsito lipidico na intima das aortas associado ao aumento da atividade da
quimase (DOGGRELL, et al., 2004). No entanto em humanos a quimase talvez néo
apresente esse papel, o que justificaria o fato de ndo termos encontrados diferenca
significativa entre a densidade de mastdcitos do tipo quimase e a porcentagem de depoésito
lipidico.

Ja a protease triptase, entre inimeras func¢des, degrada diretamente a proteina HDL;
contribuindo para a formacdo e manutencdo de ceélulas espumosas em lesdes
aterosclerdticas (LEE, et al., 2002). A proteina HDL3 é uma das proteinas que retiram os
ésteres de colesterol do citoplasma dos macrofagos da parede vascular transportando para o
figado para excrecdo ou reutilizagdo. Assim, por degradar a proteina HDLj, a triptase
favorece a permanéncia dos ésteres de colesterol circulante e na intima arterial,
contribuindo assim para a patogénese da aterosclerose, o0 que justificaria a correlagcéo
positiva e significativa entre a densidade de mastocitos triptase e a porcentagem de
depdsito lipidico encontrada no presente estudo.

N&o encontramos diferenga significativa entre a densidade de mastdcitos corados

pelo Giemsa, imunomarcados por anti-quimase ou imunomarcados por anti-triptase,
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comparada com o género ou a cor dos individuos. Corroborando nossos achados, outro
estudo avaliou a triptase sérica entre 0os homens e entre 0s caucasianos sem encontrar
diferenca estatistica entre os grupos (DELLIARGYRIS, et al., 2005), o que sugere que 0s

mastocitos apresentam distribuicdo semelhante entre os géneros e cor.
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CONCLUSOES

e A densidade de mastocitos aumentou juntamente com a intensidade da lesdo
macroscopica da aterosclerose;

e Houve aumento significativo da densidade de mastdcitos com a idade, independente da
cor e do género;

e A densidade de mastdcitos de tipo quimase foi significativamente maior em pacientes
idosos;

e Houve correlacdo positiva e significativa tanto entre a densidade de mastdcitos triptase
com a porcentagem de colageno como entre a densidade de mastdcitos quimase com a
porcentagem de colageno;

e Houve correlacdo positiva e significativa entre a densidade de mastocitos triptase e a

porcentagem de deposito lipidico.

Conclusdo Final

Portanto o0 aumento de mastdcitos nas placas ateroscleréticas encontrado no
presente estudo sugere a participacdo dessas células na patogénese e evolucdo da doenca.
Entretanto novos estudos deverdo ser realizados para melhor compreensédo da funcdo dos
mastocitos nas placas ateroscleréticas, auxiliando na adogcdo de medidas preventivas e
terapéuticas que contribuiriam para diminuir a morbidade e mortalidade dos pacientes com

fatores de risco para desenvolver a doenca.
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RESUMO

Introducdo: A doenca aterosclerética é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em adultos de todo o mundo, com uma tendéncia a acometer pessoas mais
jovens nos paises em desenvolvimento. Os mastocitos exercem papel fundamental na
fisiopatogénese da aterosclerose, contribuindo ativamente para a evolugdo da doenca.
Objetivos: Identificar mastocitos na aorta de adultos autopsiados, associando com a idade,
a cor, 0 género, o grau de aterosclerose, a causa de morte, a intensidade de deposito
lipidico e de coldgeno. Materiais e métodos: foram coletados fragmentos de aortas de 141
pacientes autopsiados na UFTM, estes fragmentos foram processados histologicamente e
corados pelas coloracdes de Giemsa, Sudan vermelho e Picro-sirius e técnica de
imunohistoquimica para avaliacdo da densidade de mastdcitos, quantificacdo do depdsito
lipidico e de colageno. Resultados e discussdo: Houve correlacdo positiva e significativa
entre a densidade de mastocitos corados pelo Giemsa e a idade; entre a intensidade da
aterosclerose e a densidade de mastdcitos corados pelo Giemsa; entre a intensidade de
aterosclerose e a densidade de mastocitos quimase; entre a densidade de mastdcitos
quimase e triptase e a porcentagem de coladgeno; entre 0s mastdcitos triptase e a
porcentagem de deposito lipidico. Conclusdo: O aumento de mastocitos nas placas
aterosclerdticas avancadas indicaria participacdo dessas células na patogénese e evolucdo
da doenca. Assim, novos estudos devem ser realizados para melhor compreensao da fungéo
dos mastocitos nas placas ateroscleroticas, contribuindo para medidas preventivas e
terapéuticas que visem a diminui¢cdo da morbidade e mortalidade dos pacientes com fatores
de risco para desenvolver a doenca.

Palavras Chave: Aterosclerose, Mastocitos, Proteases.
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ABSTRACT

MORPHOMETRIC ANALYSIS OF AORTIC MAST CELLS IN
AUTOPSIED PATIENTS

ABSTRACT

Introduction: Atherosclerosis is one of the main causes of morbidity and mortality in
adults all over the world and it tends to affect younger people in developing countries.
Mast cells play a major role in the physiopathogenesis of atherosclerosis, actively
contributing to its development. Objectives: To identify aortic mast cells in autopsied
adults, correlating them with age, ethnicity, gender, degree of atherosclerosis, cause of
death, intensity of deposit of lipid and collagen. Materials and methods: Sections of the
aorta of 141 patients who were autopsied at Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM) were collected. Such sections were histologically processed and stained with
Giemsa, Sudan and Picrosirius stains and immunohistochemistry method so as to calculate
mast cells density and to quantify the deposit of lipid and collagen. Results and
discussion: There was a significant positive correlation between the density of mast cells
stained with Giemsa and age; between the intensity of macroscopic atherosclerotic lesion
and the density of mast cells stained with Giemsa; between the intensity of atherosclerosis
and the density of mast cell chymase; between the density of mast cell chymase and the
percentage of collagen; between the density of mast cell tryptase and the percentage of
collagen; between mast cell tryptase and the percentage of lipid deposit. Conclusion: The
increase in the number of mast cells in advanced atherosclerotic plaques would suggest
that such cells play a role in the pathogenesis and development of the disease. Thus, further
studies are required to better understand the role of mast cells in atherosclerotic plaques in
order to allow for preventive and therapeutic measures that would contribute to reducing
morbidity and mortality in patients with risk factors for the development of the disease.

Key words: Atherosclerosis, Mast cells, Protease.
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