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RESUMO

Objetivo: Analisar as alteracdes histopatoldégicas na cardiopatia hipertensiva e
descrever e comparar 0s achados para esclarecer os fatores determinantes.
Métodos: 42 fragmentos do miocardio do ventriculo esquerdo e do ramo circunflexo
da artéria coronaria esquerda foram obtidos de individuos autopsiados no Hospital
das Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) no periodo de
1984 a 2018. Os grupos foram divididos em individuos com cardiopatia hipertensiva
(CH) e individuos sem cardiopatia (SC). A espessura da parede livre do ventriculo
esquerdo foi medida com um paquimetro digital e tomografia computadorizada. A
qguantificacdo das fibras de colageno foi realizada por morfometria computadorizada
e a densidade de mastocitos foi avaliada por métodos imunohistoquimicos.
Resultados: O peso cardiaco do grupo CH foi significativamente maior do que no
grupo SC (p=0.0002). A espessura da parede do ventriculo esquerdo do grupo CH
foi significativamente maior do que do grupo SC (p=0.04). A densidade de fibras
colagenas no ventriculo esquerdo do grupo CH foi significativamente maior do que
do grupo SC (p<0.0001). A densidade de mastdcitos no ventriculo esquerdo
imunomarcados por anti-quimase/anti-triptase foi significativamente maior do que do
grupo SC (p<0.0001). A densidade de mastécitos no ramo circunflexo da artéria
coronaria  esquerda imunomarcados por  anti-quimase/anti-triptase  foi
significativamente maior do que do grupo SC (p=0.01). Conclusdes: Os mastocitos
parecem estar envolvidos no desenvolvimento de cardiopatia hipertensiva,

contribuindo para a remodelacéo das fibras de colageno nessa doenca.

Palavras-chave: Autdpsia, Cardiopatia Hipertensiva, Mastécitos.
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ABSTRACT

Objective: To analyze morphological changes in hypertensive cardiopathy and to
describe and compare findings in order to help clarify determinant factors. Methods:
42 fragments of the left ventricular myocardium and circumflex branch of the left
coronary artery were obtained from individuals autopsied at the Clinical Hospital of
the Federal University of Triangulo Mineiro (UFTM) in the period ranging from 1984
to 2018. Groups were split into individuals with hypertensive heart disease (HD) and
individuals without heart disease (ND). The thickness of the free wall of the left
ventricle was measured with a digital caliper and Computed Tomography.
Quantification of collagen fibers was conducted by computerized morphometry and
mast cell density was assessed by immunohistochemical methods. Results: There
was a significant increase of heart weight in the HD group compared to the ND
group, (p=0.0002). There was a significant increase of thickness of the middle third
of the free wall in the HD group compared to the ND group, (p=0.04). There was a
significant increase of collagen fibers in the left ventricle in the HD group compared
to the ND group, (p<0.0001). Concerning mast cell density, there was a significant
increase in the left ventricle of individuals with HD immuno-labeled by the set anti-
chymase/anti-tryptase (p<0.0001). Theres was a significant increase of mast cell
density in the circumflex branch of the left coronary artery of individuals with HD
immuno-labeled by the set anti-chymase/anti-tryptase (p=0.01). Conclusions: Mast
cells appear to be involved in the development of hypertensive heart disease,
contributing to the remodeling of collagen fibers in this disease.

Keywords: Autopsy; Hypertensive Heart Disease; Mast Cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS ANATOMICOS DO CORACAO

O coracado e os vasos sanguineos fazem parte do sistema de conducdo do
sangue, proporcionando aos tecidos um suprimento constante de nutrientes vitais e
facilitando a excrecdo de produtos residuais. O peso cardiaco médio em um adulto é
de 250g a 300g nas mulheres e de 300g a 350g nos homens, sendo
aproximadamente 0,5% do peso corporal. O coracdo humano bombeia o sangue de
forma eficiente devido ao masculo cardiaco ser composto principalmente por células
musculares especializadas chamadas de cardiomiocitos (SCHOEN; MITCHELL,
2010).

1.2 DOENCA CARDIOVASCULAR

Doenca cardiovascular € um termo genérico que designa todos 0S processos
patolégicos que afetam o0 coracdo e/ou 0s vasos sanguineos. As doencas
cardiovasculares sdo descritas em doencas ateroscleréticas (doenca arterial
coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica) e doencas nao
aterosclerdticas (doenca valvar, doenca reuméatica cardiaca, doenca cardiaca
congénita e tromboembolismo venoso) (LYNGBAKKEN et al.,, 2018). Juntamente
com outras doencas como diabetes e doencas respiratorias cronicas, essas
condicdes séo descritas como doengas cronicas nao transmissiveis (DCNTS).

A morte prematura por DCNTs continua sendo uma das grandes causas de
morbimortalidade no século XXI. As DCNTs matam 15 milhdes de mulheres e
homens entre as idades de 30 e 70 a cada ano. Esses numeros estdo aumentando
desproporcionalmente entre as pessoas de baixa e média renda. Dentre as DCNTSs,
as doencas cardiovasculares sao a primeira causa de morte no mundo. As pessoas

com doenca cardiovascular ou com alto risco cardiovascular (devido a presenca de
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fatores de risco como hipertensédo, diabetes e dislipidemia) necessitam de deteccao
e tratamento precoces (WHO, 2017).

O processo de transicdo epidemioldgica descrito primeiramente por Omran
(1971) caracteriza-se pela evolucéo progressiva de um perfil de alta mortalidade por
doencas infecciosas para outro onde predominam os Obitos por doencas
cardiovasculares, neoplasias, causas externas e outras doencas cronico-
degenerativas. Nos paises em desenvolvimento, o crescimento da populacdo idosa
e 0 aumento da longevidade, associados a mudancas nos padrfées alimentares e no
estilo de vida, tém forte repercusséo sobre o padrao de morbidade (BARRETO et al.,
2009). A doenga cardiovascular tem sido a principal causa de morte no Brasil desde
o final da década de 1960 (SCHMIDT et al., 2011).

Duas tendéncias importantes contribuiram para manter esse ranking nas
Ultimas décadas. A primeira € a ocorréncia de mudangas no estilo de vida
relacionadas a urbanizacao e a globalizacdo, como maior ingestao calGrica e menor
gasto energético. O segundo é o rapido envelhecimento populacional causado pela
maior expectativa de vida e menor fertilidade (SCHMIDT et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2016). Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca cardiovascular
o principal é a hipertensao arterial sistémica (HAS).

1.3 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A HAS afeta cerca de 1 bilhdo de pessoas globalmente, permanece com o
principal fator de morbidade e mortalidade e esta previsto para ser o principal fator
de risco em 2040 (FOREMAN et al., 2018; MELVILLE; BYRD, 2019). A HAS é um
fator de risco independente para muitas condicbes clinicas como infarto do
miocardio, doenca renal cronica, isquemia, acidente vascular hemorragico,
insuficiéncia cardiaca e morte prematura (RIVERA; MARTIN; LANDRY, 2019). A
hipertensdo essencial ou idiopatica € responsavel por aproximadamente 95% dos
casos e se enquadra em uma doenca multifatorial, onde a predisposi¢céo genética e
fatores ambientais interagem no desenvolvimento da doenca (DOMINICZAK; KUO,
2017).
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Varios fatores predispdem a pessoa a HAS, como a aterosclerose, a
obesidade, a idade avancada, o0 género, a etnia, 0 sedentarismo, a dieta
inadequada, o tabagismo, o estresse, 0os hormdnios, o diabetes e os fatores
genéticos, cada qual contribuindo de maneira discreta, porém ndo menos importante
(KIZER et al., 2004; DRAZNER et al., 2005; DICKSON; SIGMUND, 2006; FRAZER
et al., 2009; LOVIC et al., 2014).

Uma das consequéncias da HAS néao tratada, que induz o dano cardiaco e
hipertrofia do ventriculo esquerdo, é a chamada cardiopatia hipertensiva (CH). Tem
sido descrito um novo aspecto patogénico relacionado com a cardiopatia
hipertensiva: a apoptose dos cardiomidcitos e alteracdes de sintese e degradacéo
do colageno, que podem desempenhar um papel importante na evolucdo da
hipertrofia do ventriculo esquerdo e lesdo miocardica (GRADMAN et al.,, 2006;
ANGUITA et al., 2008).

1.4 CARDIOPATIA HIPERTENSIVA

No comeco do século passado, os pesquisadores comecaram a relacionar a
hipertrofia do ventriculo esquerdo, manifestacdo classica da cardiopatia hipertensiva,
com processos patolégicos que afetavam todo o sistema cardiovascular. Somente
com o estudo de Framingham, uma cidade dos Estados Unidos que selecionada
pelo governo americano para ser o local de um estudo cardiovascular, é que se
guantificou a relevancia clinica da HAS (KANNEL, 1991).

Antes do Framingham Heart Study, a maioria dos médicos acreditavam que a
aterosclerose era um processo de envelhecimento inevitavel e a HAS um resultante
fisiolégico deste processo que auxiliava o coracdo a bombear o sangue pelas
artérias com limen reduzido (WILSON et al., 1998).

Processos fisiopatoldgicos na CH séo controlados por complexas interagdes
entre os cardiomiocitos, matriz extracelular e outras células presentes no tecido
cardiaco. A CH é caracterizada por uma constelacdo de mudancas na estrutura do
miocardio (crescimento, apoptoses, neoformacdo de fibras coldgenas intersticiais)

(CHAHAL et al., 2010) que induzem o remodelamento do miocardio, ocasionando
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uma disfuncdo e hipertrofia do ventriculo esquerdo, provocando a faléncia cardiaca
(DRAZNER, 2011).

A partir das alteracdes iniciais do remodelamento cardiaco, ocorre
progressivo acumulo de fibras colagenas (fibrose) no tecido, causando também
anormalidades na  vasculatura intramiocardica  (fibrose perivascular)
(SCHWARTZKOPFF et al., 1993), desencadeando um desbalanco no suprimento
energético dos cardiomiocitos (MUJUMDAR; TYAGI, 1999). O exagerado acumulo
de fibras colagenas no intersticio, miocardico e circundante nas artérias e arteriolas
tem sido constantemente encontrado em coracdes de humanos autopsiados e em
biopsias do miocardio em pacientes com cardiopatia hipertensiva (GONZALES et al.,
2009).

1.4.1 Aterosclerose

Nos primérdios, a aterosclerose era descrita apenas como uma obstrucéo dos
vasos ocasionada por depoésitos de gordura. Atualmente j& é bem descrito que o
processo da aterogénese envolve diversas células e moléculas em uma complexa
rede de interacdes em individuos geneticamente susceptiveis. Aproximadamente
10% da populacdo mundial tem evidéncia clinica de aterosclerose (PANT et al.,
2014). Devido a sua alta prevaléncia, suas complicacbes e seu lento
desenvolvimento com lesdes precoces que podem aparecer na infancia e se
desenvolverem gradualmente ao longo do tempo (STARY, 2000).

Em 1910, Windaus sugeriu que o colesterol poderia estar relacionado com
esta doenca, pois verificou que as placas ateroscleréticas da artéria aorta de
doentes apresentavam 20 vezes mais colesterol do que as aortas normais. O
primeiro estudo experimental de aterosclerose surgiu em 1913, quando o patologista
russo Nikolai Anitschkow alimentou coelhos com colesterol puro. Os coelhos
desenvolveram hipercolesterolemia e uma grave aterosclerose da aorta (MEHTA,
KHAN, 2002; KONSTANTINOV et al., 2006).

Estudos demonstraram que ha presenca de reacgdo inflamatdria na zona

aterosclerética desde o inicio da lesdo até no momento mais tardio de erosao ou
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ruptura da placa aterosclerética. No entanto ndo esta claro o nexo de causalidade
entre inflamacéo e lesédo (KAARTINEN et al., 1994; KOVANEN et al., 1995).

1.4.2 Coronariopatia

A reducdo da reserva de perfusdo miocardica, presente tanto na doenca
arterial crénica como na disfuncdo microvascular coronariana, que ocorre devido ao
pequeno remodelamento das artérias coronérias, € um indicador sensivel de dano
vascular decorrente da HAS e pode ajudar a identificar pacientes com risco
aumentado de morbidade e mortalidade cardiovascular (GAUDIERI et al., 2019).
Essa reducdo da reserva de perfusdo miocardica pode ocorrer precocemente em
individuos hipertensos, em hipertensos com hipertrofia ventricular esquerda e em

individuos com aterosclerose coronariana (NADRUZ, 2015).

1.4.3 Fator de risco e prevaléncia da cardiopatia hipertensiva

E consenso que a hipertrofia ventricular esquerda é um importante fenétipo
intermediario na progressdo da doenca cardiaca hipertensiva e esta associada a
desfechos adversos. Embora a hipertrofia ventricular esquerda possa estar presente
anteriormente ao desenvolvimento da HAS, a progressao da hipertensdo para a
hipertrofia € um passo importante no caminho para a insuficiéncia cardiaca (IC)
(BOMBIG; POVOA, 2018).

A prevaléncia da hipertrofia ventricular esquerda varia de acordo com o
meétodo utilizado para sua deteccdo e aumenta progressivamente com a idade. Os
primeiros estudos de prevaléncia da hipertrofia ventricular esquerda foram
realizados com base no eletrocardiograma (ECG), em que os dados iniciais dos
estudos de Framingham indicam aproximadamente 3% da popula¢cdo em geral e 5%
da populacdo de hipertensos (KANNEL; GORDON; OFFUT, 1969, FERREIRA
FILHO, 2012).

Como ha fortes evidéncias de herdabilidade da massa do ventriculo

esquerdo, incluindo observacdoes de estudos da populacdo geral, estudos com
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irmaos, e estudos recentes com gémeos, existe consideravel interesse na
identificacdo de fatores de risco genéticos putativos que modulam a massa do
ventriculo esquerdo (FERREIRA FILHO, 2012). Esses esfor¢cos progrediram de
estudos de associacdo de genes candidatos a analises de expressao gendmica
ampla com o uso de dados de microarray e estudos de associacdo gendémica, mas
permanecem em seus estagios relativamente iniciais e ainda ndo produziram
resultados que se traduziram na area clinica. (FERREIRA FILHO, 2012).

1.4.4 Patogénese da cardiopatia hipertensiva

7

O paradigma classico da cardiopatia hipertensiva é que a parede do
ventriculo esquerdo se espessa em resposta a pressdo arterial elevada como um
mecanismo compensatorio para minimizar o estresse da parede (DRAZNER, 2011).

Processos fisiopatoldgicos na cardiopatia hipertensiva sdo controlados por
complexas interagBes entre os cardiomidcitos, matriz extracelular e outras células
presentes no tecido cardiaco. Além da hipertrofia de cardiomiocitos, alteracbes
nestes e os componentes nao cardiomiécitos (incluindo apoptose, fibrose e
alteracdes na circulacdo coronariana) sdo descritas e parecem explicar o aumento
do risco de desfechos cardiovasculares adversos relacionados a hipertrofia do
ventriculo esquerdo. Fibroblastos proliferam e ha acimulo de fibras de colageno tipo
| e tipo Ill no do intersticio e regibes perivasculares. Esses eventos induzem
desenvolvimento de fibrose, que predispbe disfuncdo sistdlica e diastdlica do VE,
diminuicdo da reserva de fluxo coronariano e arritmias ventriculares. Além disso, ha
mudanc¢as na circulagcdo coronariana, como hiperplasia e hipertrofia de artérias
intramiocardicas e diminuicéo relativa na perfusao arteriolar e densidade capilar, que
predispéem a IC (NADRUZ, 2015).

1.5 REMODELAMENTO CARDIACO NA HAS
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Remodelamento cardiaco € definido como alterac6es de tamanho, geometria,
forma, composicédo e funcdo do coracdo resultante da carga cardiaca ou lesdo. O
remodelamento do ventriculo esquerdo € frequentemente observado em individuos
com HAS e tem sido considerado uma resposta adaptativa a sobrecarga
hemodinamica imposta pela hipertenséo. A pressao arterial elevada sustentada leva
a um aumento do estresse das paredes do ventriculo esquerdo, que € um dos
principais determinantes do aumento do consumo de oxigénio exigido pelo
miocardico (DIEZ, 2007).

Em resposta ao aumento do estresse da parede do ventriculo esquerdo, a
parede engrossa e a massa aumenta, resultando em normalizagcédo da parede pelo
estresse e desenvolvimento de um padrdo estrutural conhecido como hipertrofia
concéntrica. Alternativamente, o aumento do volume sanguineo levaria a um
aumento no raio da camara, resultando em hipertrofia excéntrica (DIEZ, 2007).

A hipertrofia do ventriculo esquerdo é uma adaptacdo do coracdo a HAS, e
quando é induzida por sobrecarga de pressdo apresenta um desproporcional
acumulo de coldgeno no compartimento intersticial, conferindo aspecto caracteristico
(ROSSI, 1998; VAKILI; DEVEREUX, 2001). Estudo experimental sugere que o
aumento da massa do ventriculo esquerdo ndo é necessariamente sindnimo de
hipertrofia da célula miocérdica, havendo, nesse modelo, forte correlagdo com
aumento na ativacdo das células intersticiais, volume intersticial, e conteddo de
colageno (fibrose) (GOMES et al., 2010).

O aumento do colageno fibrilar intersticial altera progressivamente a rigidez
da diastole e a forca de ejecdo do ventriculo, isto porque o colageno fibrilar que
aumenta no intersticio € o colageno do tipo |, muito resistente a tracao, ao contrario
do colageno do tipo I, mais passivel de sofrer distensdo. Portanto a elasticidade e a
rigidez do estroma do miocardio estdo alteradas quando ha acumulo de colageno
tipo I, ocorrendo aumento de rigidez e provavelmente a for¢ca de contragéo sistolica
torna-se menos eficaz, levando a insuficiéncia cardiaca do ventriculo esquerdo
(PEREIRA, 1993; SHAHBAZ et al., 2010).

1.6 MASTOCITOS
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A presenca de mastdcitos foi documentada no coracdo de anfibios, roedores,
caninos e seres humanos. O primeiro pesquisador a descrever morfologicamente os
mastocitos foi Ehrlich em 1878, demonstrando que seu citoplasma era preenchido
com granulos metacromaticos densos que se coravam de vermelho ou violeta
quando tratados com corantes basicos a base de anilina. Observou também que os
mastocitos geralmente residem no espaco intersticial e muitas vezes sao justapostos
aos nervos e entre vasos sanguineos. Essas observacfes contribuiram para que
Ehrlich recebesse o prémio Nobel de Medicina em 1908 (BOT et al.,, 2008;
METCALFE, 2008). Sao distribuidos em todos os 6rgdos e tecidos vascularizados
do corpo, como pele, trato gastrointestinal, vias aéreas, peritdnio, vasos sistémicos e
coracdo. Essa diversidade de distribuicdo é associada a heterogeneidade dos
mastoécitos (KINET, 2007).

Os mastécitos sdo derivados de uma célula precursora da medula 6ssea e
sua maturacdo sofre especial influéncia do ligante c-kit, fator de célula-tronco.
Circulam no sangue periférico como leucécitos mononucleares sem granulos e
expressam os marcadores de superficie CD13, CD33, CD38 e CD34. Seu fendtipo
final depende do microambiente residente. Sdo células capazes de produzir uma
gama de fatores de crescimento, citocinas IL-1, IL-4, IL-5, IL-10, histamina, cininas,
fosfolipases e endopeptidases (OKAYAMA; KAWAKAMI, 2006; THEOHARIDES et
al., 2007).

Mastocitos cardiacos ativados liberam uma série de potentes mediadores da
inflamacéo e pro-fibréticos, quimiocinas, além de algumas proteases. Podem ser
ativados por meio de IgE e histamina liberados por macréfagos ou linfocitos T
vizinhos ou por componentes do sistema complemento (C3a,C5a). Quando ativados
iniciam a degranulacdo que € o processo de exocitose dos componentes dos seus
granulos (PATELLA et al., 1998; LESKINEN et al., 2003). Os fatores que ativam os
mastocitos cardiacos nao foram totalmente elucidados, porém endotelina-1,
espécies reativas do oxigénio (EROs), substéancia P e IL-33 parecem estar
envolvidos neste processo (CALDERON-GARCIDUENAS et al., 2001; MURRAY et
al.,, 2004, MORGAN et al., 2008; LEVICK et al., 2011). As proteinas mais
abundantes armazenadas nos granulos de secrecdo dos mastocitos sdo as
endopeptidases, dentre elas, as mais importantes sao a triptase e quimase. Ambas
sdo serinopeptidades, porém sdo diferentes na atividade e em padrdes de
expressao (DOGGRELL et al., 2004; TSURUDA et al., 2006). Mast6citos maturando
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em microambientes de tecidos diferentes podem variar no tipo e na quantidade de
triptase e quimase expressas.

O papel fisioldgico da triptase e da quimase ainda é incerto e suas atividades
nao sao observadas em tecidos normais e sim em tecidos com lesdo. A triptase € a
enzima predominante nos granulos (METCALFE et al., 1997) e mastocitos humanos
que contém triptase em seus granulos expressam receptor tipo 2 ativado por
protease (PAR2), e estudos in vitro demonstraram que o pré-tratamento dessas
células com peptideo ativador de PAR2 promove o aumento de IL-8/CXC8
(CARVALHO et al., 2010). A incubacao de triptase em culturas de células endoteliais
induz migracao de neutrofilos in vitro que é dependente da IL-8 (COMPTON et al.,
2000). Outro estudo demonstrou que a incubacdo de fibroblastos cardiacos com
triptase levou a proliferacdo e sintese de colageno (LEVICK et al., 2009). J& foi
demonstrado que a quimase possui a capacidade de ativar a angiotensina | em
angiotensina Il (REILLY et al.,, 1982) e que provavelmente est4d envolvida no
remodelamento estrutural associado as doencas do sistema cardiovascular
(DOGGRELL et al., 2004).

Os mastocitos desempenham um papel relevante em varias cardiopatias,
porém devido a complexa composicdo de granulos secretérios e a plasticidade do
seu fendtipo, sua contribuicdo precisa ser elucidada (REID et al., 2011). Estudos
recentes envolvendo técnicas moleculares tém sido propostos na tentativa de
caracterizar o gene-chave na modulacdo destes processos patoldgicos, porém ainda
se encontram em estagios inicias, e seus achados ainda ndo sédo capazes de serem
transportados para a pratica clinica (POST et al.,, 1997; ARNETT et al., 2002;
KAPUKU et al., 2006; PETRETTO et al., 2008; VASAN et al., 2009). Pelo fato dos
mastécitos poderem expressar algumas peptidases em niveis elevados,
imunohistoquimica e imunoensaios usando anticorpos dirigidos contra estas
enzimas séo uteis experimentalmente para avaliar o nUmero de mastocitos, locais de

ativacéo e doencas associadas (CAUGHEY, 2007).

1.7 A AUTOPSIA NA CARDIOPATIA HIPERTENSIVA
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A autopsia é identificada como uma parte essencial da medicina. Além do
diagnostico final, a autopsia também revela a causa de morte. Ha dois tipos
fundamentais de autdpsias: as forenses e as clinicas. As forenses séo realizadas em
caso de causa suspeita, violenta ou desconhecidas da morte. As clinicas séo
praticadas nos hospitais pelos patologistas, fundamentadas no consentimento do
paciente antes do falecimento ou parente proximo, com o intuito de descoberta e
melhor clareza das causas da morte (ROTHENBERG et al., 2008). Consiste no
exame externo e evisceracdo e dissecacdo dos principais Orgdos para a
identificacdo de processos patoldégicos macroscoépicos e identificacdo histopatologica
de acordo com o critério de patologista.

Varios estudos realizados em espécimes post mortem de coracdo humano
tem demonstrado o aumento do colageno em pacientes com cardiopatia hipertensiva
em comparacao aos pacientes normotensos, porém outros achados microscoépicos e
também macroscopicos envolvendo a cardiopatia hipertensiva ndo tém sido muito
bem documentados na literatura (TANAKA et al., 1986; SANT'ANNA et al., 2012).
Isso se deve em parte ao desinteresse clinico. Uma revisdo dos servicos dos
médicos legistas no Reino Unido questionou a justificativa de um ndmero tédo
elevado de autopsias, e uma auditoria nacional criticou o nimero de relatorios de
autopsias ruins e inadequados. A objecdo publica de longa data a dissecacdo de
cadaveres ressurgiu como uma questao importante depois do 6rgéao e escandalos de
retencdo no final da década de 1990 (ROBERTS et al.,, 2012). Alguns grupos,
notavelmente comunidades judaicas e muculmanas, tém objecdes religiosas a
autopsia, e a demanda por uma alternativa minimamente invasiva aumentou
(ROBERTS et al., 2012). As causas para esse declinio no Brasil sdo multiplas e
complexas, incluindo a falta de interacdo meédico-paciente/médico-familia, sendo o
meédico incapaz ou pouco envolvido na tarefa de prover informacdes adequadas as
familias antes e ap0s o 0bito do paciente; a falta de esclarecimento publico sobre o
papel central da autépsia no progresso da medicina e, consequentemente, na
melhoria do tratamento dos doentes. Existem muitos tabus do publico e dos
meédicos. Entre estes ultimos, talvez pela crenca, salientam-se razdes diagnosticas,
caracterizadas pelo significativo avango tecnologico na imagenologia disponivel
atualmente, incluindo tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética
(RM), com a suposicdo de que todos os diagnosticos agora podem ser feitos em

vida; a crescente ansiedade de processos judiciais contra médicos pela evidéncia e
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0 ndo pagamento da autépsia pelo Sistema Unico de Salde (SUS) (RODRIGUES et
al., 2011).

1.8 JUSTIFICATIVA

A importancia do estudo em materiais de autopsia vinculada aos fatores de
risco analisados e seus diversos meios de avaliacdo definem a relevancia

compreensao da HAS e seus efeitos no coracéao.

1.9 HIPOTESE

Ha um aumento das fibras colagenas e da densidade mastocitaria no
ventriculo esquerdo de individuos com cardiopatia hipertensiva.
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1.10 OBJETIVO GERAL

Realizar avaliagdo post mortem do miocéardio, aorta e coronéria de individuos

com cardiopatia hipertensiva por meio de métodos morfoldégicos e morfométricos.

1.10.1 Objetivos Especificos

VI.

VII.

Comparar o0 peso cardiaco;

Quantificar macroscopicamente, de forma semi-quantitativa, a intensidade da
aterosclerose da raiz da aorta e do ramo circunflexo da artéria coronaria
esquerda;

Comparar, por meio de métodos morfométricos, a espessura do ventriculo
esquerdo;

Realizar a avaliagdo qualitativa da cardiopatia hipertensiva;

Quantificar a porcentagem fibras colagenas no ventriculo esquerdo e no ramo
circunflexo da artéria coronaria esquerda;

Quantificar a densidade de mastdcitos imunomarcados por anti-quimase e
anti-triptase no ventriculo esquerdo e no ramo circunflexo da artéria coronaria
esquerda;

Correlacionar a densidade de mastécitos imunomarcados por anti-quimase e
anti-triptase no ventriculo esquerdo com densidade de mastocitos
imunomarcados por anti-quimase e anti-triptase no ramo circunflexo da artéria

coronaria esquerda.
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MATERIAIS E METODOS
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

Tratou-se de um estudo quantitativo, com seres humanos, observacional,
transversal, retrospectivo e descritivo. Dos 4.000 laudos analisado, foram utilizados
coracdes de 42 individuos autopsiados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (HC/UFTM), Uberaba-MG, no periodo de 1984 a 2018.
Os protocolos de autépsias foram analisados para a obtencdo dos dados como a
idade, o género e cor. Foram selecionados individuos com a idade igual ou superior
a 18 anos, os quais foram divididos em dois grupos: (1) individuos com cardiopatia
hipertensiva (CH) (n=21) e (2) individuos sem cardiopatia (SC) (n=21). Foram
excluidos deste estudo os casos em que o laudo de autdpsia estava incompleto,
presenca de doenca renal, tumores ou distlrbios vasculares ou endocrinolégicos
que pudesse causar hipertensdo secundaria e casos em que os individuos
apresentavam doenca de Chagas ou qualquer outro tipo de cardiopatia.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas macroscopicas: peso cardiaco,
presenca de aterosclerose na raiz da aorta, presenca de aterosclerose no ramo
circunflexo da artéria coronaria esquerda, espessura do terco médio da parede livre
do ventriculo esquerdo, aspecto cardiaco, gordura epicardica, espessamento fibroso
da valva mitral, adrtica, tricuspide e pulmonar e também a espessura do septo
interventricular e do ventriculo direito.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas microscopicas: porcentagem de
fiboras colagenas do terco médio da parede livre do ventriculo esquerdo,
porcentagem de fibras colagenas no ramo circunflexo da artéria coronéaria esquerda,
densidade mastocitaria do terco médio da parede livre do ventriculo esquerdo,

densidade mastocitaria no ramo circunflexo da artéria coronéaria esquerda.

2.2 COLETA E PROCESSAMENTO DOS FRAGMENTOS
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Os 42 fragmentos do ventriculo esquerdo e da coronédria esquerda de
individuos autopsiados foram recuperados no arquivo de pecas da Disciplina de
Patologia Geral — UFTM. Os fragmentos do ventriculo esquerdo e da coronaria
esquerda ja estavam fixados em formaldeido a 10%. Inicialmente, foram
desidratados em &lcoois com concentracdes crescentes (70 a 100%), diafanizados
em xilol e emblocados em parafina A seguir, foram realizados cortes seriados de 4
pum de espessura. Foram confeccionadas seis laminas (trés do ventriculo esquerdo e
trés do ramo circunflexo da artéria coronaria esquerda), sendo que a lamina 1 e 2
foram coradas pelo Picrosirius (PS) (solucdo aquosa saturada de &cido picrico
adicionada de 0,1g% de vermelho da Siria F3B - Sirius red F3B-Bayer®) com contra
coloracdo pela hematoxilina (JUNQUEIRA et al, 1979).

2.3 ANALISE MACROSCOPICA

Para a andlise da espessura da parede, o coracdo foi seccionado
cuidadosamente em um corte transversal, expondo o ventriculo esquerdo. O terco
médio da parede livre foi selecionado e usado para as mensuragfes (SANT’ANNA et
al., 2012) com o uso de paquimetro digital (100.174B) (Digimess Instrumentos de
Precisdo Ltda.) (Figura 1) e pelo uso de equipamento de tomografia
computadorizada (TC) Toshiba Aquilion 64 (TSX-101 A/H) (Toshiba America Medical
Systems Inc) (Figura 2) e software para analise das imagens eFilm LITE 2.1.0
(Merge Healthcare), que utilizou cortes de 1 mm de espessura, com interpolacéo
de 0,5 mm de reconstrugcdo das imagens que aumenta a qualidade de reconstrucdo
das imagem processadas em outros planos e mesmo em 3 dimensdes, disponivel
no servigo de Radiologia do HC/UFTM. Foram também medidas as espessuras do
septo interventricular e do ventriculo direito. Trabecula¢des do endocardio, gordura
epicardica e musculo papilar foram excluidos das medidas, por serem considerados
dados de confuséo.

A intensidade dos processos foi classificada semiquantitativamente de acordo
com o predominio na estrutura analisada da seguinte forma: a) ausente, b) discreta

(no caso de acometimento de até 25% da estrutura), ¢) moderada (no caso de
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acometimento de 26 a 50% da estrutura) e d) acentuada (no caso de acometimento
superior a 51% da estrutura) (FERRAZ et al., 2012).

Figura 1 — Analise macroscopica dos coracdes de 42 individuos com cardiopatia
(CH) e sem cardiopatia (SC) autopsiados no HC/UFTM no periodo de 1984 a 2018.
A — Gordura epicéardica acentuada. B — Regido do ventriculo esquerdo para analise
do paquimetro digital. C — Espessamento fibroso acentuado da valvula mitral. D —
Espessamento fibroso acentuado da valvula aortica e aterosclerose acentuada na

raiz da aorta.

Fonte: Do autor. 2019.
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Figura 2 - Andlise de imagens da Tomografia Computadorizada (TC) dos coracdes
de 42 individuos com cardiopatia (CH) e sem cardiopatia (SC) autopsiados no
HC/UFTM no periodo de 1984 a 2018. A seta indica a regido da mensuracao do

ventriculo esquerdo.

Fonte: Do autor. 2019.
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2.4 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO DO MIOCARDIO

O numero de campos para avaliacdo e quantificacdo das fibras colagenas do
ventriculo esquerdo e da coronaria esquerda foi definido pelo teste da média
acumulada (WILLIAMS, 1977). Dividiu-se em quatro quadrantes o corte histologico e
digitalizamos quarenta campos de cada fragmento. A area de fibras colagenas sob a
luz polarizada apresentava um aspecto birrefringente, variando de amarelo
esverdeado a laranja avermelhada (Figura 3). As fibras colagenas foram marcadas
pelo observador para obter-se o percentual de coldgeno por campo analisado.
Dessa forma, a imagem do campo quantificado foi digitalizada por meio de uma
camera acoplada ao microscopio. A morfometria foi realizada com o sistema
analisador de imagem LeicaQWin® Plus (Leica Microsystems), com aumento final
de 620x.

Figura 3 — Andlise morfométrica do colageno do miocéardio dos coracbes de 42
individuos com cardiopatia hipertensiva (CH) e sem cardiopatia (SC) autopsiados no
HC/UFTM no periodo de 1984 a 2018. A e C — fragmento do ventriculo esquerdo
(Picrosirus - 620x). B e D — fragmento do ventriculo esquerdo (luz polarizada —
620x).
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Fonte: Do autor. 2019.
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2.5 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DE MASTOCITOS QUIMASE E
MASTOCITOS TRIPTASE

As Laminas 3,4,5 e 6 foram utilizadas para a analise imunohistoquimica. A
imunohistoquimica foi realizada para a identificacdo da positividade para anti-
quimase 1:2000 (Diagnostic BioSystems®) e anti-triptase 1:500 (Diagnostic
BioSystems®) para a marcacdo dos mastocitos. Foi utilizado o xilol para retirar a
parafina da lamina e, posteriormente, hidratada em alcoois decrescentes até agua
destilada. Em uma panela a vapor a 97°C as laminas foram embebidas em solucéo
de tampao citrato por 30 minutos e, logo apos, resfriadas em temperatura ambiente
de 25°C por mais 30 minutos. O material foi lavado em agua destilada rapidamente.
A peroxidase enddgena foi inibida com H202 0,03v, trés vezes por 5 minutos, em
temperatura ambiente e no escuro. Entéo foi feita a lavagem em agua rapidamente e
depois em solucdo salina tamponada (PBS) 5 minutos. Os anticorpos primarios
foram reconstituidos e diluidos em solucdo de PBS juntamente com albumina,
incubados em camara Umida e escura e deixados overnight a 8°C.

Posteriormente lavou-se novamente em agua destilada rapidamente e depois
em solucdo de PBS 5 minutos. Os anticorpos secundarios foram incubados por 1
hora a temperatura ambiente em camara umida. Em seguida foi lavado em solucgéo
de PBS e depois colocado em PBS por 5 minutos. Incubou-se em peroxidase por 1
hora a temperatura ambiente em camara Umida. Lavou-se em solucdo de PBS 5
minutos. As laminas foram incubadas com DAB Chromogen Substrate System
(Dako®) por 10 minutos a temperatura ambiente e caAmara Umida (100 pul DAB + 15
pl de H202). As laminas foram lavadas com agua destilada para inativar o DAB,
contra corados com Hematoxilina de Harris e montadas com laminula e Entellan®.

A quantificacdo de mastocitos foi realizada usando uma camera de video
conectada a um microscopio de luz convencional e a um computador com o software
de andlise de imagem AxioVision® Rel 4.9.1 (Carl Zeiss) (Figuras 4 e 5). Os
mastocitos foram quantificados ao longo da lamina usando uma ampliacéo final de
620x em um campo de microscopio de 0,1520mmz2. Os fragmentos foram divididos
em quatro quadrantes e em cada quadrante foram gquantificados dez campos de

forma aleatéria. A densidade de mastdcitos de cada fragmento foi determinada
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dividindo-se o numero total de mastécitos quantificados nos quarenta campos pela

area total dos campos, expressa em mastdocitos/mmz.

Figura 4 — Analise imunohistoquimica de quimase e triptase do ventriculo esquerdo
de 42 individuos com cardiopatia hipertensiva (CH) e sem cardiopatia (SC)
autopsiados no HC/UFTM no periodo de 1984 a 2018. A, B e C — microscopio de luz
convencional computador com o software de analise de imagem AxioVision® Rel

4.9.1 (Carl Zeiss). D — Fragmento do ventriculo esquerdo (620x).

B

Fonte: Do autor. 2019
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Figura 5 — Analise imunohistoquimica de quimase e triptase do ramo circunflexo da
artéria coronaria esquerda de 42 individuos com cardiopatia hipertensiva (CH) e sem
cardiopatia (SC) autopsiados no HC/UFTM no periodo de 1984 a 2018. A, Be C —
microscopio de luz convencional computador com o software de analise de imagem

AxioVision® Rel 4.9.1 (Carl Zeiss). D — Fragmento do ramo circunflexo (620x).

Fonte: Do autor. 2019.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi elaborada uma planilha do programa Microsoft
Excel®. As informacdes foram analisadas utilizando-se o programa eletronico
GraphPad Prism® 7 (GraphPad Software). Para verificar o tipo de distribuicdo das
variaveis foi aplicado o teste estatistico de Shapiro-Wilk. Quando a distribui¢cdo foi
normal utilizamos o teste t de Student (t) para a comparacdo de dois grupos.
Quando a distribuicéo foi ndo normal, utilizamos o teste de Mann-Whitney (U) para a
comparacao de dois grupos. Para correlacdo, foi empregado o coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) para distribuicdo normal e o de Spearman (rS) para
distribuicdo n&o-normal. Para os dados semiquantitativos expressos em diferentes
graus (discreto, moderado ou acentuado), utilizou-se o teste de frequéncia X2 (qui-
quadrado) e o teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p foi menor que 5% (p<0,05).
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2.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFTM
por meio do protocolo CAAE n° 61526216.5.0000.5154.

2.8 NORMAS PARA CONFECCAO DO MANUSCRITO

Para a elaboracao da escrita do trabalho foram consultadas as normas ABNT-
NBR 6027:2012, e as recomendacdes da PGCS/UFTM (Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias da Saude da UFTM).
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3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA AMOSTRA

Dentre os 42 coracfes analisados, 21 foram enquadrados em individuos com
cardiopatia hipertensiva (CH) e 21 em individuos sem cardiopatia (SC). A média de
idade dos individuos no grupo com cardiopatia hipertensiva foi de 50,8, variando de
26 a 81 anos e no grupo sem cardiopatia foi de 54,2 anos, variando de 30 a 80 anos.
De acordo com o género, 28 (66,6%) individuos eram do género masculino e 14
(33,3%) individuos eram do género feminino. Em relacdo a cor, 25 (59,5%)

individuos eram brancos e 17 (40,5%) individuos eram néo brancos (Tabela 1).

3.2 PESO CARDIACO

Os individuos com cardiopatia hipertensiva (CH) (414,6+24,68g (média * erro
padrdo)) apresentaram peso cardiaco significativamente maior que os individuos
sem cardiopatia (304,3£11,359) (t=4.058; p=0.0002*) (Tabela 3).

3.3 INTENSIDADE DA ATEROSCLEROSE NA RAIZ DA AORTA

Em relacdo a presenca de aterosclerose na raiz da aorta de 42 coragdes
analisados, 3 (7,1%) individuos ndo apresentaram aterosclerose (1 no grupo CH e 2
no grupo SC), 21 (50%) apresentaram aterosclerose discreta (10 no grupo CH e 11
no grupo SC), 6 (14,2%) apresentaram aterosclerose moderada (3 no grupo CH e 3
no grupo SC) e 12 (28,6%) apresentaram aterosclerose acentuada (7 no grupo CH e
5 no grupo SC). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (X3=0.714;
p=0.869) (Tabela 1).
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3.4 INTENSIDADE DA ATEROSCLEROSE NO RAMO CIRCUNFLEXO DA
ARTERIA CORONARIA ESQUERDA

Em relagdo a presenca de aterosclerose no ramo circunflexo da artéria
coronaria esquerda de 42 coracdes analisados, 11 (26,2%) individuos né&o
apresentaram aterosclerose (4 no grupo CH e 7 no grupo SC), 19 (45,2%)
apresentaram aterosclerose discreta (9 no grupo CH e 10 no grupo SC), 8 (19%)
apresentaram aterosclerose moderada (5 no grupo CH e 3 no grupo SC) e 4 (9,5%)
apresentaram aterosclerose acentuada (3 no grupo CH e 1 no grupo SC). Néao

houve diferenca significativa entre os grupos (X?=2.371; p=0.499) (Tabela 1)

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra de 42 individuos com cardiopatia (CH)
e sem cardiopatia (SC) autopsiados no HC-UFTM no periodo de 1984 a 2018.

Variaveis Com cardiopatia (h=21) Sem cardiopatia (n=21)

Idade média (erro padréo)
Género n (%)

Masculino

Feminino

Cor n (%)
Branco

N&o branco

Aterosclerose (raiz da aorta) n (%)

Ausente
Discreta

Moderada

Acentuada

Aterosclerose (Coronéria esquerda) n (%)

Ausente
Discreta

Moderada

Acentuada

50,8 (3,2)

14 (66,67%)
7 (33,33%)

12 (57,14%)
9 (42,86%)

1 (4,76%)
10 (47,62%)
3 (14,29%)
7 (33,33%)

4 (19,04%)
9 (42,86%)
5 (23,81%)
3 (14,29%)

54,2 (3,3)

14 (66,67%)
7 (33,33%)

13 (61,90%)
8 (38,10%)

2 (9,52%)
11 (52,38%)
3 (14,29%)
5 (23,81%)

7 (33,33%)

10 (47,62%)
3 (14,29%)
1 (4,76%)

n: amostra; %: porcentagem
raiz da aorta: X2=0.714; p=0.869
coronaria esquerda: X2=2.371; p=0.499
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3.5 ESPESSURA DO VENTRICULO ESQUERDO

Comparando a espessura do terco meédio da parede livre do ventriculo
esquerdo pelo paquimetro digital, houve diferenca significativa entre o grupo com
cardiopatia (1,144+0,058cm (média + erro padrdo)) e o grupo sem cardiopatia
(0,999+0,037cm) (t=2.077; p=0.04*) (Tabela 3).

Comparando a espessura do terco médio da parede livre ventriculo esquerdo
pelas imagens da tomografia computadorizada (TC), ndo houve diferenca
significativa entre o grupo com cardiopatia (1,25 (1-1,6cm)) (mediana (min—max)) e o
grupo sem cardiopatia (1,3 (0,5-1,3cm) (U=12.5; p=0.443) (Tabela 3).

3.6 ALTERACOES MACROSCOPICAS

As alteracbes macroscopicas analisadas (espessamento fibroso da valvula

mitral, adrtica, tricuspide e pulmonar; gordura epicardica) estdo descritas na tabela 2

Tabela 2 - Alteracdes macroscopicas dos coracdes de 42 individuos com cardiopatia

(CH) e sem cardiopatia (SC) autopsiados no periodo de 1984 a 2018.

AlteracGes CH (n=21) SC (n=21) p
Macroscopicas n(%) n(%)

Espessamento Ausente Discreto Moderado Acentuado Ausente Discreto Moderado Acentuado

Fibroso

Mitral 1(4,76)  7(33,33) 8(38,1) 5(23,8) - 8(38,09) 6(28,57) 7(33,33) 0.640
Adrtica 7(33,33) 7(33,33) 3(14,28) 4(19,04) 7(33,33 5(23,8) 3(14,28) 6(28,57) 0.865
TricUspide 6(28,57) 8(38,09) 7(33,33) 1(4,76) 6(28,6) 9(42,85) 5(23,8) 1(4,76) 0.946
Pulmonar* 18(85,7) 3(14,28) - - 15(71) 5(23,8) - - 0.453

Gordura Epicardica  5(23,80) 1(4,76)  10(47,6)  5(23,80) 5(23,8) 7(33,33) 6(28,57)  3(14,28)  0.111

Teste do qui-quadrado; *Teste de Fisher
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3.7 PORCENTAGEM DE FIBRAS COLAGENAS

Comparando a porcentagem de fibras colagenas do terco médio da parede

livre do ventriculo esquerdo, houve diferenca significativa entre o grupo com
cardiopatia (1,165 (0 — 91,42%)) (mediana (min—mé&x)) e o grupo sem cardiopatia
(0,805 (0-20,11)) (U=311775; p<0.0001*) (Tabela 3).
Comparando a porcentagem de fibras colagenas no ramo circunflexo da artéria
coronéria esquerda, ndo houve diferenca significativa entre o grupo com cardiopatia
(4,57 (0 — 40,08%)) (mediana (min—max)) e o grupo sem cardiopatia (3,62 (0,04-
84,42)) (U=109884; p=0.216) (Tabela 3).

3.8 DENSIDADE MASTOCITARIA

Comparando a densidade de mastdcitos imunomarcados por anti-quimase e
anti-triptase do terco médio da parede livre do ventriculo esquerdo, houve diferenca
significativa entre o grupo com cardiopatia (4,096+0,467 células/mm?2 (média * erro
padrdo)) e o grupo sem cardiopatia (1,881+0,2 células/mm?) (t=4.356; p<0.0001%*)
(Tabela 3).

Comparando a densidade de mastdcitos imunomarcados por anti-quimase e
anti-triptase no ramo circunflexo da artéria coronaria esquerda, houve diferenca
significativa entre o grupo com cardiopatia (2,138 (0,822 — 9,211 células/mm?2)
(mediana (min-max) e o grupo sem cardiopatia (0,986 (0-2,632 células/mm?))
(U=36.5; p=0.01*) (Tabela 3).

3.8.1 Densidade Mastocitaria (ramo circunflexo x ventriculo esquerdo)

Houve correlacdo positiva entre a densidade de mastocitos imunomarcados
por anti-quimase e anti-triptase no ramo circunflexo da artéria corondria esquerda e

o ventriculo esquerdo no grupo com cardiopatia (CH) (rS=0.544; p=0.031*) (Figura
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6). Nao houve correlagdo entre densidade de mastécitos imunomarcados por anti-
quimase e anti-triptase no ramo circunflexo da artéria corondria esquerda e o

ventriculo esquerdo no grupo sem cardiopatia (SC) (rS=-0.486; p=0.06).

Figura 6 — Grafico da correlacdo entre a densidade de mastécitos imunomarcados
por anti-quimase e anti-triptase no ventriculo esquerdo e densidade de mastdcitos
imunomarcados por anti-quimase e anti-triptase no ramo circunflexo da artéria
coronaria esquerda do grupo de individuos com cardiopatia (CH) autopsiados no
periodo de 1984 a 2018.
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Tabela 3 - Andlise morfométrica do terco médio da parede livre do ventriculo esquerdo e do ramo circunflexo da artéria coronaria

esquerda de de 42 individuos com cardiopatia (CH) e sem cardiopatia (SC) autopsiados no periodo de 1984 a 2018.

Grupos PC (g) EVEPD (cm) EVETC (cm) FCVE (%) FCCE (%) DMVE DMCE
(células/mm?) (células/mm?)
médiazerro padrdo ou mediana (minimo-maximo)
Com cadiopatia 414,6+24,68 1,14+0,58 1,25 (1-1,6) 1,16 (0-91,42) 4,57 (0-40,08) 4,10+0,47 2,14 (0,82-9,21)
Sem cardiopatia 304,3+11,35 0,99+0,04 1,3(0,5-1,3) 0,80 (0-20,11) 3,62 (0,04-84,42) 1,88+0,2 0,99 (0-2,63)

t=4,06, p=0,0002" t=2,08; p=0,04" U=125; p=0,44  U=31177; p<0,0001" U=109884; p=0,22 t=4,36; p<0,0001" U=36,5; p=0,01"

PC: peso cardiaco; EVEPD: espessura do terco médio da parede livre do ventriculo esquerdo pelo paquimetro digital; EVETC: espessura do tergco médio da
parede livre do ventriculo esquerdo pela tomografia computadorizada; FCVE: porcentagem de fibras coldgenas do terco médio da parede livre do ventriculo
esquerdo; FCCE: porcentagem de fibras colagenas do ramo circunflexo da artéria coronaria esquerda; DMVE: densidade de mastécitos imunomarcados por
anti-quimase e anti-triptase do ter¢co médio da parede livre do ventriculo esquerdo; DMCE: densidade de mastdcitos imunomarcados por anti-quimase e anti-
triptase do ramo circunflexo da artéria coronaria esquerda; teste t de Student.
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DISCUSSAO



55

4 DISCUSSAO

Em nosso estudo, o peso cardiaco no grupo CH foi significativamente maior
que no grupo SC. A literatura evidencia a influéncia de dados antropométricos e
massa corporal sobre a massa cardiaca, em especial em avaliacdes do peso do
coracdo. Uma metanalise mostrou que o0s pacientes com aumento da massa
ventricular esquerda apresentam risco, pelo menos duplicado, para evento
cardiovascular e morte, independentemente de outros fatores de risco (VAKILI,
DEVEREUX, 2001). Diversos autores levam em consideragdo o indice de massa
corporal (peso e altura) na interpretacao de seus resultados (CARDOSO et al., 2002;
MANCIA et al., 2002). Pesquisadores ressaltam que todas as avaliacdes de massa
cardiaca deveriam ser ajustadas aos valores encontrados em autdpsias para a
populacdo que se quer estudar. Variam com idade, sexo, etnia, tamanho e
composicdo corporal (RODRIGUES et al.,, 2007; KUMAR et al., 2014). Alguns
estudos demonstraram a relacdo do excesso de peso com hipertrofia ventricular
esquerda e remodelamento concéntrico e excéntrico, e com disfuncdo diastolica
seguida de disfuncao sistélica a longo prazo, indicando efeito direto da composicao
corporal no sistema cardiovascular (SALTON et al., 2002; NEELAND et al., 2013).
Um dos limitadores da nossa andlise foi a auséncia, em alguns laudos, de dados
como peso corporal e altura. Isso impossibilitou a analise da relacdo peso
cardiaco/peso corporal X100 para a definicdo mais acurada de hipertrofia cardiaca.

JA& em relagdo a espessura do ventriculo esquerdo houve diferenca
significativa entre o grupo CH e o grupo SC. Apesar da diferenca significativa, a
literatura considera hipertrofia ventricular esquerda em coragbes com espessura
acima de 1,5 cm do ventriculo esquerdo (SILVA et al., 2002; KAWEL et al., 2012). A
média da espessura em nossos estudos foi de 1,144 cm mensurado pelo
paquimetro digital e 1,26 cm mensurado pela TC. Apesar destes valores
discrepantes, nos laudos dos individuos que foram definidos para o grupo CH a
nefrosclerose arteriolar foi um achado importante, confirmando a HAS néo tratada ou
mal controlada. A hipertrofia do ventriculo esquerdo é definida como aumento da
massa ventricular, ou do indice de massa do ventriculo esquerdo, o qual é calculado
corrigindo-se o valor da massa, em gramas (g), pela area de superficie corporea, em

metros quadrados (m?) (FILHO, 2012). Em hipertensos, o0 aumento das
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catecolaminas e, portanto, do débito cardiaco e da pressao arterial fazem com que
haja elevacdo da pos-carga. O aumento do estresse da parede, nesse caso, induz
ao aumento dos sarcémeros em paralelo, e consequente aumento da espessura das
paredes. Esse aumento é bem mais significativo do que o observado na sobrecarga
de volume, e essa hipertrofia é caracterizada como concéntrica (FERREIRA FILHO,
2012). Uma das limitagBes do nosso trabalho é ndo dispor de alguns dados como
superficie corpérea para o real ajuste da definicdo de hipertrofia ventricular
esquerda. Por se tratar de um estudo sobre dimensdes lineares (espessura) das
paredes cardiacas, decidiu-se pela ndo avaliacdo do peso dos ventriculos, em
virtude da dificuldade natural na separacao do septo interventricular entre miocardio
esquerdo e direito e também de fragmentos que foram retirados dos coracdes para
outros estudos.

A autdpsia convencional envolve procedimentos invasivos que sao 0 meio
tradicional de exame pds-morte em humanos. Ao contrario, a virtopsia é uma
tecnologia emergente minimamente invasiva no campo da medicina que incorpora a
tecnologia imaginolégica (BADAM et al., 2017). Apesar de utilizarmos uma
tecnologia de imagem para a analise dos coragfes, a TC ndo demonstrou ter uma
acuracia elevada em relacéo a técnica classica do paquimetro digital, mais barata e
de alta reprodutibilidade. Mesmo considerando que os cora¢des estdo no arquivo da
Disciplina de Patologia Geral ha tempos e que o formol poderia causar mudancas
nos espécimes, o custo da analise por TC tem de ser considerado. As autdpsias sao
procedimentos caros, que envolvem dependéncias e equipamentos especiais,
corpos medico e técnico especializados, muitas horas de trabalho na realizacao,
preparo das pecas, seguimento dos fragmentos para histopatologia, exame das
laminas, relatérios macro e microscopicos, apresentacéo e discussdo dos achados
em reunifes anatomoclinicas. O custo de todos esses procedimentos também tem
sido apontado como uma das razbes para o desinteresse dos 6rgaos medicos na
montagem e na manutencdo de servicos de autOpsia. Para minimizar os custos,
agilizar o estudo histopatoldgico e otimizar os laudos de todas as autoépsias, pode-se
utiizar uma quantidade menor e selecionada de fragmentos escolhidos
criteriosamente em funcéo da presenca ou nao de alteracbes macroscopicas Obvias
e do contexto da doenca principal e das causas consequenciais; ao contrario da
rotina antiga e classica de seguir fragmentos de todos os 6rgaos, independente de
exibirem alterac6es morfoldégicas (RODRIGUES et al., 2011). Em estudo publicado
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sobre série de oObitos ndo selecionados encaminhados ao médico legista, os autores
encontraram uma grande discrepancia entre a autopsia e as causas de morte por
imagem em 30% dos casos. No geral, a TC foi mais precisa do que a RM na
identificacdo da causa da morte; a maior taxa de discrepancia em comparacdo com
a autopsia foi significativamente maior para RM do que para a TC e os relatorios de
consenso (ROBERTS et al., 2012). A TC tem importantes vantagens praticas, sendo
mais amplamente disponivel, menos dispendiosa e mais rapida do que a RM. TC
também pode ser combinada com angiografia, aumentando a precisdo da deteccéo
de processos patologicos vasculares.

No presente estudo encontramos um aumento de fibras colagenas no
ventriculo esquerdo do grupo de individuos com cardiopatia hipertensiva em
comparacao ao grupo de individuos sem cardiopatia. Estes achados corroboram
com a literatura, onde relata que dentre as alteracdes morfoldgicas da cardiopatia
hipertensiva, a fibrose € uma das modificagbes mais encontradas nos pacientes
hipertensos, caracterizada por excesso ou acumulo difuso de fibras colagenas,
consequentemente aumentando a rigidez miocardica, progredindo para a disfuncdo
do ventriculo esquerdo e culminando com a insuficiéncia cardiaca (JIMENEZ-
NAVARRO et al, 2005). Essa fibrose reacional & caracteristica de processos
patolégicos que desencadeiam a hipertrofia miocardica (BERK et al.,, 2007;
SPINALE, 2007). Os mecanismos responsaveis pela progressao da hipertrofia
ventricular esquerda incluem ndo sé uma resposta para 0 estresse mecanico, mas
também as influéncias de neuro-horménios, fatores de crescimento e citocinas,
demonstrando que o estroma tem papel crucial no remodelamento cardiaco (HILL;
OLSON, 2008; DIEZ, 2010; DRAZNER, 2011).

Um estudo realizado na quantificacdo do colageno em corac¢des autopsiados
de individuos hipertensos e ndo hipertensos, demonstrou um discreto aumento de
colageno nos individuos hipertensos com hipertrofia ventricular esquerda (JORGE et
al., 2004). Outro estudo demonstrou que tanto em humanos quanto em ratos
cardiopatas hipertensos, o metabolismo do colageno tipo | estd aumentado (LOPEZ
et al., 2001). Trabalhos relataram a estreita relacdo entre o diagnostico histologico
nao invasivo de fibrose miocéardica em animais e pacientes hipertensos, utilizando
marcadores bioquimicos como pré-peptideo carboxi-terminal do pro-colageno tipo |
(JIMENEZ-NAVARRO et al, 2005) e dosagens séricas deste pro-peptideo

demonstraram uma elevada concentragdo nos individuos com cardiopatia
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hipertensiva em relacdo aos individuos sem cardiopatia (GONZALES et al., 2009),
evidenciando que os precursores da sintese do coladgeno estdo aumentados nos
individuos acometidos pela cardiopatia hipertensiva. Além disso, estresse mecanico
pode ser acoplado a sinais intracelulares que sao responsaveis pela resposta
hipertréfica via fosfolipases, canais ibnicos e trocadores de ions ou podem induzir a
liberacdo de fatores promotores de crescimento (por exemplo, angiotensina Il,
endotelina- 1 e fator de crescimento transformador beta), proporcionando assim vias
de inducéo do crescimento (NADRUZ et al., 2015).

Sabe-se que as metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes que sao importantes para degradacao da matriz
extracelular (MEC). Sua atividade desencadeia o turnover da MEC (sintese e
degradacdo) que resulta em remodelacdo matricial. MMPs aumentados,
particularmente MMP-2, forneceram importantes percepcdes mecanicistas
associadas a fisiopatologia da disfuncao cardiaca e remodelacdo associada ou nao
ao aumento da poés-carga (RIZZl et al., 2010). Além disso, ja foi também
demonstrado que a razao sérica entre MMP-1 e seu inibidor tecidual estdo alteradas
nos pacientes com cardiopatia hipertensiva e que pacientes que apresentavam
faléncia na fracdo de ejecéo decorrente da dilatagcdo da camara ventricular esquerda
apresentavam alteracdes na distribuicao de fibras colagenas, sobretudo perivascular
e cicatricial e aumento consideravel de MMP-1 (LOPEZ et al., 2001). Estes relatos
da literatura podem fazer conexdo com achados do presente trabalho, pois estas
enzimas sdo as principais mediadoras do remodelamento miocérdico, que ocorre via
ativacdo de MMPs principalmente pela liberacdo de triptase, que cliva o precursor
pro-MMP-3, ativando MMP-3 que entdo ativa MMP-1 e pela liberacdo de quimase,
ativando MMP-2 e MMP-9 (GRUBER.et al., 1989; LEES et al., 1994; SUZUKI et al.,
1995; TCHOUGOUNOVA et al., 2005; HEIKKILA et al., 2008).

As atividades de MMPs desequilibradas resultam na deposicdo de MEC
modulada por expressao aumentada de TGF-f, um mecanismo importante para a
transicéo de fibroblastos para miofibroblastos, promovendo fibrose. A respeito disso,
niveis aumentados de MMPs e TGF-B foram mostrados em hipertrofia ventricular
esquerda e ambos, MMPs e TGF-B, sao ativados pelo estresse oxidativo. Em
modelo experimental descrito pelos pesquisadores, demonstraram que a ativagao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, e aumento da producéo de angiotensina Il

tem efeitos hipertroficos diretos e que este processo pode ocorrer devido ao
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aumento da formacdo de EROs. De fato, a angiotensina Il promove 0 estresse
oxidativo e aumenta os niveis de TGF- e as atividades das MMPs (RIZZI et al.,
2011).

A atividade de MMP é inibida por mediadores enddgenos, os inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs) e a disfuncédo das TIMPs promove disfun¢do cardiaca e
remodelacdo durante sobrecarga de pressdo. Embora quatro TIMPs (TIMP-1 a -4)
tenham sido identificadas, TIMP-4 €& abundantemente encontrada no tecido
miocéardico e este inibidor exerce efeitos potentes sobre a atividade da MMP-2. E
importante ressaltar que os niveis aumentados de EROs, que estdo implicados na
remodelacdo cardiaca, pode resultar em atividade prejudicada da TIMP-4 e
consequente ativacdo de MMP-2 promovendo assim uma maior atividade liquida de
MMP e alterar a MEC (RIZZI et al., 2013).

No presente estudo, encontramos aumento significativo na densidade de
mastocitos imunomarcados com anti-quimase e anti-triptase no ramo circunflexo da
artéria coronaria esquerda e no ventriculo esquerdo de individuos com cardiopatia
hipertensiva. Estudos experimentais que explicam nosso resultado demonstraram o
aumento da densidade mastocitdria em condigcbes de sobrecarga ventricular
esquerda e remodelamento do miocardio. Os produtos da degranulacdo dos
mastocitos sdo de natureza pro-inflamatoria, pré-fibrogénicos e hipertroficos, e
dentre estes, destacam o fator de crescimento transformador § (TGF-(), histamina,
triptase, quimase, interleucina-4 (IL-4), fator de necrose tumoral a (TNF-a)
(MATSUMOTO et al., 2003; PALANIYANDI et al., 2007).

Esse remodelamento parece ser critico para a progressdo da hipertrofia
ventricular esquerda, provavelmente resultado da inflamacdo crbénica presente na
cardiopatia hipertensiva. Um estudo demonstrou o0 aumento da densidade
mastocitaria nas coronarias de pacientes acometidos pela doenca arterial
coronariana e que niveis séricos de triptase, principal biomarcador da elevacéo dos
nameros de mastocitos, podem ser usados como teste de screenning para avaliacao
dessa condicdo em pacientes que ainda ndo apresentam manifestacfes clinicas
(DELIARGYRIS et al., 2005). A doenca arterial coronariana (DAC) tem sido descrita
como uma doenca inflamatéria, e a sindrome coronariana aguda (SCA) pode ser
considerada como resultado de um processo inflamatério agudo. Isso levou os
pesquisadores na direcdo da pesquisa de biomarcadores que buscam avaliar com

precisdo a carga de dano relacionado a isquemia e detectar atividade inflamatéria



60

como uma expressdo de instabilidade de placa e risco futuro. Além disso, dada a
recente presenca demonstrada de receptores C5a nos mastocitos, podemos sugerir
que um ciclo de feedback positivo poderia ser gerado na placa coronariana instavel
em que 0S mastocitos ativados geram indiretamente C5a, que por meio do seu
receptor, ativam os mastocitos presentes na lesdo-alvo e em outras placas na artéria
coronaria. O mesmo cenario pode ocorrer em todas as artérias coronarias
epicardicas ateroscleroticas de um paciente com SCA com situacdo complexa (alto
grau de complexidade -cardiovascular). Tal retroalimentacdo positiva poderia,
teoricamente, ter mantido a triptase em um nivel alto durante o curto periodo de
observacao deste estudo (PASTORELLO et al., 2014).

No entanto, de acordo com informacfes recentemente obtidas sobre o papel
dos mastocitos em muitos processos inflamatorios, as serina proteases também
foram implicadas em outros processos patolégicos importantes, como o crescimento
da placa aterosclerética e desestabilizacdo. Por meio da sua agdo nos receptores
PAR-2 de macroéfagos, a triptase esta envolvida na formacao de células espumosas
macrofagicas, promovendo assim a acumulacédo de lipidios no inicio do processo
aterosclerotico. Esse efeito pode facilitar a formacdo e progressdo da placa e,
consequentemente, o desenvolvimento de doencas cardiacas. Além disso, a
ativacdo de as MMPs promovidas pela triptase podem ser um fator que leva a
desestabilizacdo da placa, que pode dar origem a efeitos cardiovasculares
importantes a ruptura ou erosdo da placa coronariana. Dado este contexto e a
capacidade da triptase para promover também a cascata de coagulacdo e o
processo trombdético, a triptase parece ser um dos mais importantes inflamatoérios
mediadores tanto na aterosclerose como nos processos patolégicos coronarianos
(PASTORELLO et al., 2014).

Estudos experimentais relatam que os mastécitos cardiacos estdo envolvidos
no desenvolvimento da fibrose miocardica. Os primeiros a descreverem esta
associacdo foram Olivetti et al., (1989) quando observaram o aumento dos
mastocitos cardiacos no ventriculo direito em ratos com estenose da artéria
pulmonar, apesar de ndo indicarem se 0s mastécitos estavam associados com a
fibrose. Ja Panizo et al., (1995) foram os primeiros a investigarem os mastocitos no
ventriculo esquerdo na HAS, e notaram a forte correlacdo do aumento da densidade
mastocitaria e aumento do colageno. O mastécito do rato consiste em varias

proteases incluindo quimase (MMCP-1, -2, -4, -5, -9), triptases (MMCP-6, -7, triptase
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ligada & membrana e um numero de outras proteases de serina semelhantes a
tripsina) e a carboxipeptidase CPA3. Quimase e triptase sdo potentes ativadoras da
proliferacédo de fibroblastos e indutores da sintese proteica da MEC. As proteases de
mastoécitos podem promover o acumulo de MEC por meio da formacdo de
angiotensina Il, ativacdo de TGF-B ou agindo como mitdgenos para fibroblastos.
Estudos anteriores demonstraram que a expressdo e atividade de mastécitos
triptase e quimase positivos estdo elevados nos ventriculos esquerdos de individuos
hipertensos. Pesquisadores realizaram a analise de expressdo génica em tecidos
de ventriculo direito de camundongos e encontraram um regulacdo positiva de varias
proteases de mastécitos de camundongos, incluindo mMCP-2, 4, 5, 6 e CPAS3. A
Inibicdo de mastocitos quimase e triptase demonstraram prevenir fibrose e melhorar
a disfuncdo ventricular esquerda em varios modelos de cardiopatia esquerda
Curiosamente, a inibicdo de mastocitos quimase aumenta a eficicia cardiaca da
terapia com inibidores da enzima conversora da angiotensina | e melhora a
sobrevida ap6és infarto do miocéardio em ratos hipertensos (LUITEL et al., 2017).

Dados da literartura demonstram que as principais citocinas que participam do
desenvolvimento da fibrose no tecido miocardico sdo o TGF-B, IL-13 e IL-4
(BHOGAL et al., 2008; TEEKAKIRIKUL et al., 2010), sendo que a IL-4 é altamente
eficaz para estimular a biossintese de colageno em fibroblastos humanos
(KANELLAKIS, 2012). Outros estudos experimentais demonstraram que a presenca
de mastécitos cardiacos era fundamental para o desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC) e que estavam envolvidos na transicdo da hipertrofia
compensatoria para a hipertrofia descompensada e, consequentemente, culminando
com a faléncia cardiaca (HARA et al., 2002). Quando estimulados, os mastocitos
migram para o local da lesdo inflamatéria, sendo que a quimiocina responsavel por
essa migracdo € o stem cell factor (SCF), produzido por células mesenquimais do
tecido, como os fibroblastos. Este fator foi detectado em células endotelias e
musculares lisas da intima das artérias humanas sugerindo ser responsavel pela
migracdo de mastocitos para os tecidos lesionados (KOVANEN, 2007).

Um estudo experimental com ratos hipertensos demonstrou que a densidade
mastocitaria elevou significativamente no tecido cardiaco e também a liberacédo de
citocinas, como TGF- e TNF-a. Demonstraram também que a taxa de expressao do
RNA mensageiro (mMRNA) do gene codificador do SCF estava significativamente

elevada nos ratos hipertensos ja durante o periodo neonatal (SHIOTA et at., 2003).
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J& esta estabelecido na literatura que a proteina quinase C (PKC) é um ponto
de convergéncia para esses eventos (GILFILLAN; TKACZYK, 2006). Embora
estudos in vitro tenham implicado a PKC na degranulacdo de mastécitos, ainda nao
existem estudos in vivo utilizando modelos de insuficiéncia cardiaca que examinem
o papel da PKC na degranulagcdo de mastécitos (CHANG et al.,, 1997). Em um
estudo com ratos hipertensos, os autores demonstraram que a inibicdo da via da
PKC atenuava a degranulacdo de mastécitos sem afetar a densidade dos
mastocitos. Esse tratamento também inibiu a infiltracdo de células inflamatorias,
vasculopatia e fibrose no miocardio (PALANIYANDI et al., 2008). Um estudo
diferente em ratos com hiperlipidemia, analise Western Blot e imuno-histoquimica
demonstraram que a expressao protéica do TGF-B no coragdo do grupo de ratos
lipémicos aumentou significativamente em comparacdo com 0O grupo controle
(CHENG et al., 2017). Esses achados da literatura corroboram com os dados
encontrados neste trabalho, visto que no grupo de individuos com cardiopatia
hipertensiva, a densidade de mastocitos imunomarcados tanto com anti-quimase
guanto por anti-triptase encontrou-se aumentada tanto na coronaria quanto no
ventriculo. Optamos por utilizar duas proteases especificas dos mastocitos para
evitar qualquer tipo de marcacdo cruzada e também destacar o papel destas na
remodelacdo cardiaca e progressdo da fibrose no ventriculo esquerdo dos

individuos com cardiopatia hipertensiva.
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5 CONCLUSAO

Apesar da diminuicdo das autOpsias e da crescente demanda por meétodos
minimamente invasivos, a autépsia classica ainda € o padrdo ouro principalmente
em lesdes cardiovasculares decorrentes da hipertensao arterial sistémica.

Nos individuos com cardiopatia hipertensiva, ocorre um aumento das fibras
colagenas no ventriculo esquerdo. Essa fibrose reacional € um processo
fundamental para desencadear a hipertrofia miocardica. A maior densidade de
mastécitos no ventriculo esquerdo de individuos com cardiopatia hipertensiva
observada no estudo nos permitiu concluir que os mastécitos possuem um papel
que vai além do remodelamento do miocardio na cardiopatia hipertensiva. No
entanto, estudos adicionais poderdo colaborar para a completa elucidacdo dos

mecanismos desencadeantes e mantenedores da hipertrofia ventricular esquerda.
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