Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ARTIGO
33(6):509-518, nov-dez, 2000.

Fatores de crescimento presentes no miocardio de
pacientes com cardiopatia chagasica cronica

Growth factors in the myocardium of patients with
chronic chagasic cardiomyopathy

Marcia Martins Reis?, Maria de Lourdes Higuchi?,
Vera Demarchi Aiello! e Luiz Alberto Benvenutit

Resumo Neste trabalho, quantificamos fatores de crescimento em fragmentos de miocérdio de
19 cardiopatas chagasicos crénicos com insuficiéncia cardiaca congestiva, através da técnica
da imunoperoxidase. Pesquisamos: antigenos de T. cruzi, fatores de crescimento (GM-CSF,
TGF-B1, PDGF-A e PDGF-B) e células inflamatérias (CD4*, CD8*, CD20* e CD68*). A razdo
média CD4+/CD8+ foi 0,6 + 0,3. O numero médio de macrdéfagos (CD68*) foi 5,9+3,1; de células
intersticiais PDGF-A* foi 7,5 + 4,3; PDGF-B* 2,9 + 2,7, TGF-1* 2,2+ 1,9 e GM-CSF* 2,3 + 1,9.
A marcagdo para PDGF-A foi geralmente intensa, ocorrendo também em endotélio, células
musculares lisas e sarcolema, ndo houve correlacdo dessa positividade com a quantidade de
células intersticiais positivas para os mesmos fatores. TGF-f31 ocorreu em baixa expressao em
100% dos casos. Em conclusdo, PDGF-A e B s&o, provavelmente, os fatores de crescimento
mais relacionados as lesées proliferativas na cardiopatia chagasica crénica e, conseqlientemente,
a fibrose. GM-CSF e TGF-[31 estdo pouco expressos. Ndo houve correlacdo estatisticamente
significante entre os fatores de crescimento e a quantidade de parasita.

Palavras-chaves: Fatores de crescimento. Fibrose. Cardiopatia chagasica crénica humana.
Doenca de Chagas.

Abstract In this work we quantified various growth factors in the myocardium of 19 patients with
chronic chagasic cardiomyopathy and heart failure, through the immunoperoxidase technique.
We looked for T. cruzi antigens, growth factors (GM-CSF, TGF-1, PDGF-A and PDGF-B) and
inflammatory cells (CD4*, CD8*, CD20* and CD68*). The mean ratio of CD4+/CD8+ T lymphocytes
was 0.6 + 0.3. The mean number of positive interstitial cells was 5.9 + 3.1 for CD68* (macrophages);
7.5+ 4.3 for PDGF-A*; 2.9 + 2.7 for PDGF-B*, 2.2 + 1.9 for TGF-31* and 2.3 + 1.9 for GM-CSF*.
The immunoreaction for PDGF-A was intense, occurring also in the endothelium, smooth muscle
cells and the sarcolemma;, there was no correlation between the number of positive interstitial
cells and the semiquantitation of the same growth factors in the other cells. TGF-B1 presented
low expression in 100% of the cases. In conclusion, PDGF-A and B are probably the growth
factors most related to the proliferative lesions and fibrosis present in chronic chagasic
cardiomyopathy. GM-CSF and TGF-31 are present in low levels. There was no statistical correlation
between growth factors and the quantity of the parasitic antigens.
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A cardiopatia chagésica crénica (CCC) tem
sido referida como um modelo para a cardiomiopatia
dilatada humana em que, diferentemente da forma
idiopética, a etiologia é conhecida. A dificuldade
em se detectar o parasita no miocardio e a falta
de correlagdo entre sua presenca e a intensidade
da miocardite crénica levaram a postulacao
de teorias de auto-imunidade para explicar
o desenvolvimento das lesdes inflamatdrias
miocardicas’ ?’. Entretanto, trabalhos recentes
tém apontado, a semelhanca do que foi descrito
por Carlos Chagas® e Vianna®, que o parasita tem
participagdo ativa na patogenia da cardiopatia
chagasica cronica31t4,

Estudos com bidpsia endomiocardica
mostram que a evolugéo clinica da doenca de
Chagas apresenta uma progressao continua de
destruicdo das fibras com fibrose e hipertrofia
compensatoria, com o aparecimento de dilatacédo
e diminui¢ao do desempenho ventricular?. A fibrose
caracteriza-se por ser fina e difusa, envolvendo
cada fibra cardiaca, com areas de adensamento.
A patogenia dessa fibrose ainda é desconhecida.

A presenca de linfécitos e macréfagos nos
infiltrados inflamatdrios pode estar relacionada
diretamente ao processo de fibrose, pela
producéo de citocinas e fatores de crescimento
gue provocariam a destruigcéo tecidual e ativariam
a fibrogénese® =,

Células T ativadas produzem linfocinas
fibrogénicas tais como o TGF-3 (fator de crescimento
transformante-beta)'®. Os macrofagos secretam
fatores que estimulam especificamente a
proliferacao de fibroblastos in vitro'® e aumentam
a sintese de colageno extracelular®.

A fibrose mais densa, em focos, na doenca de
Chagas, tem sido atribuida por muitos autores como
consequéncia de fendbmenos isquémicos!2172036,

Fatores de crescimento como TGF-B1 e/ou
PDGF (fator de crescimento derivado de
plaguetas) também séo citados em associagao
a disfuncao respiratoria na rejeicdo cronica de
pulm@o?®, nas doencgas renais crbnicas® e no
infarto agudo do miocéardio®.

Tanto as areas de fibrose maior (como na
ponta do ventriculo esquerdo e parede basal
inferior de ventriculo esquerdo), quanto a fina
fibrose miocardica intersticial presentes na
CCC, que tém importante papel na insuficiéncia
cardiaca desses pacientes, ainda é um assunto
cuja patogenia nao esta esclarecida. O objetivo
do nosso trabalho consiste na caracterizagéo de
alguns fatores de crescimento e como eles estéao
relacionados a presenca de fibrose, se estdo
associados ou nao a focos de inflamacgéo e ao
parasita, o que pode auxiliar no esclarecimento
da patogenia da fibrose na doenca de Chagas.

MATERIAL E METODOS

Pacientes. Foram estudados 19 fragmentos
transmurais de miocéardio da parede livre do
ventriculo esquerdo, medindo cada um cerca de
2cm de comprimento, de 19 pacientes com CCC
e insuficiéncia cardiaca congestiva grave (grau
[l ou 1V), sendo doze do sexo masculino e 7 do
feminino, com idade média de 45 anos, com
miocardite de grau discreto a intenso, e vieram
a obito no Instituto do Coracéao do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Os fragmentos foram
obtidos até trés horas pos-morte. O diagndstico
da doenca de Chagas foi feito por laudos clinico-
laboratoriais, com sorologia positiva para a
doenca. Este estudo foi aprovado pela Comisséo
Cientifica e de Etica do Instituto do Corac&o.

Reacdo de imunohistoquimica. Os fragmentos
de miocardio foram congelados em isopentano
semiliquido e mantidos em nitrogénio liquido até
0 uso. De cada fragmento, foram feitos cortes
sequénciais em criostato (Reichert-Jung) a uma
espessura de 4 micrometros e fixados em
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acetona anidra PA, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s a fixacdo, as
laminas foram estocadas em freezer -80°C para
posteriormente, serem submetidas a reacdo de
imunoperoxidase, para estudo da presenca de
células ou estruturas positivas para: CD8, CD4,
CD20, CD68, GM-CSF, TGF-B1, PDGF-A,
PDGF-B.

ApOs a hidratagdo com solugao salina
tamponada com fosfato (STF) pH 7,4, as secc¢des
foram tratadas com peréxido de hidrogénio a
0,3% em STF por 10 minutos, incubadas com
soro fetal bovino ndo imune 10% em STF por
uma hora a 37°C, e entdo incubados com o0s
anticorpos primarios diluidos em soro normal de
porco (Dako, Glostrup, Denmark), 1,5% em
STF, por 18h, a 4°C. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-humanos produzidos em
camundongo, para identificar os subtipos de
linfocitos T CD8*, CD4*, linfocitos B (CD20%),
macréfagos (CD68*) e policlonais anti-humanos
produzidos em cabra, para fatores de crescimento
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PDGF-A, GM-CSF, e produzidos em coelho para
TGF-B1 e PDGF-B. As diluigbes de trabalho e a
procedéncia dos anticorpos foram as seguintes:
CD8 (1:10), CD4 (1:10), CD20 (1:1000) e CD68
(1:500), da Dako (Glostrup, Denmark); PDGF-B
(2:20), da Genzyme (Cambridge, EUA); PDGF-A
(1:100), GM-CSF (1:10) e TGFb1 (1:20), da Santa
Cruz Biotechnology (Heildelberg, Germany).
Como anticorpo de ligagéo foi utilizado anti-
imunoglobulina para as espécies cabra,
camundongo ou coelho conjugada com a biotina,
da Dako (Glostrup, Denmark), diluida a 1:200,
por 1h, a 37°C. Como reagente terciario foi
utilizado estrepto-avidina conjugada com a
peroxidase da Amersham International
(Amersham, UK) diluida a 1:100, por 1h a 37°C.

Como controle positivo das reacdes de
imunoperoxidase foram utilizados fragmentos de
miocérdio de pacientes submetidos a transplante
cardiaco e que ndo eram chagasicos, apresentando
rejeicdo miocéardica aguda, além de seccdes de
amigdala de pacientes submetidos a amigdalectomia.
Como controle negativo, omitiu-se o anticorpo
primario em secc¢des dos casos estudados, para
controle de possiveis ligagdes ndo especificas.

Para estudar a presenca de antigenos de
T. cruzi, laminas com cortes histolégicos de
fragmentos de miocérdio das mesmas necropsias,
fixados em formalina por 24h e embebidos em
parafina, com 4um de espessura foram submetidas
a reacdo de imunoperoxidase contra o T. cruzi.
Controles positivos consistiram de cortes
histolégicos de miocardio sabidamente com
ninhos do parasita.

Apés a desparafinacdo e bloqueio da
peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio
a 3% em PBS por 15min, as laminas foram
submetidas a digestdo proteolitica com uma
solugéo de tripsina 0,015%, da Dako (Glostrup,
Denmark) e CaCl, a 0,1% em 0,05M de TRIS/
HCL 0,015M de NacCl, pH 7,8, por 10min, a 37°C.
As seccbes foram incubadas com soro fetal
bovino ndo imune 10% em STF, por 1h a 37°C e
depois com soro imune anti-T. cruzi (produzido
pelo Prof. Mortara, do Departamento de
Parasitologia da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo), produzido
em coelho, diluido 1:4.500 em BSA 1% em STF,
por 18h, a 4°C. O anticorpo secundéario usado
foi anti-imunoglobulina de coelho produzido em
porco conjugado com a biotina, da Dako
(Glostrup, Denmark), diluido a 1:800 por 30min,
a 37°C. Como composto de ligagéo para a biotina

foi utilizada estrepto-avidina conjugada com a
peroxidase, da Amersham International (Amersham,
UK), diluida a 1:100, por 30min, a 37°C.

As laminas submetidas a reac¢des de
imunoperoxidase foram colocadas por 10min
em uma solucdo contendo 40mg de 3,3’-
diaminobenzidina da Sigma Chemical Corporation
(St. Louis, MO) e 600ml de peroxido de hidrogénio
a 6% em 100ml de PBS, pH 7.4 e depois
contracoradas com hematoxilina de Harris.

Anélise da reagdo de imunohistoquimica. As
células inflamatdrias intersticiais positivas pela
reacdo de imunoperoxidase foram identificadas
pelo produto colorido marrom contornando a
membrana celular no caso das reacfes para
linfécitos CD4, CD8, CD20 (linfécito B) e no
citoplasma das demais imunorreacdes. Foi feita
a quantificacao das respectivas células contando-
se 0 numero de células positivas em 25 campos
no aumento de 400x, em microscopio Optico, e
calculada a média de células positivas por
campo.

Para avaliacdo da presenca de antigenos
de T. cruzino miocardio, utilizou-se anélise
semiguantitativa, seguindo o seguinte critério:
0, auséncia de imunomarcacéao; 1, presenca de
poucos antigenos do T. cruzi fora da fibra
cardiaca (na matriz extracelular ou no citoplasma
de macréfagos) e 2, presenga de pseudocisto
no citoplasma de fibra cardiaca e de antigenos
do T cruzifora da fibra cardiaca.

Foi feita também andlise semiquantitativa
para avaliacdo da intensidade de positividade
da reacao de imunohistoquimica em células
endoteliais, células musculares lisas, sarcolema
e matriz extracelular nas detec¢fes de PDFG-A,
PDGF-B, TGF-B1l+e GM-CSF. A semiquantificacdo
foi de 0 a 3, de acordo com a intensidade
cromogénica, sendo 0, auséncia de coloragao;
1, discreta; 2, moderada e 3, intensa.

Adicionalmente, os corac¢des foram pesados,
e também, avaliada a intensidade de miocardite
em cortes corados pela HE.

Anadlise estatistica. Inicialmente, realizou-se
analise descritiva das variaveis para resumir 0s
dados através dos valores minimo e maximo,
mediana, média e desvio-padréo.

Para avaliar a relacdo entre as variaveis
semiquantitativas estudadas, utilizou-se o
coeficiente de correlacao de Spearman? e, para
as variaveis quantitativas, o coeficiente de
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Pearson?®. O teste de Wilcoxon? foi empregado
para comparacédo entre a intensidade de
positividade de antigenos do T cruzi (0 a 2) e as
variaveis idade, peso do coragdo, nimero de
células positivas para CD8, CD4, CD68, CD20,
PDGF-A, PDGF-B, TGF-B1 e GM-CSF.

Os resultados das analises foram interpretados
utilizando-se o nivel de significancia de 5%. No
caso das relagdes entre medidas quantitativas,
considerou-se importante um coeficiente de
correlagdo (r) maior que 0,70. Os célculos foram
feitos por meio do sistema computacional SAS?8%,

RESULTADOS

A Tabela 1 revela resultados individuais da
analise quantitativa bem como as médias,
desvios padrdo, medianas, minimos e maximos.
Fornece, ainda, dados sobre a presenca de
antigenos do T. cruzi e outras caracteristicas
clinicas e anatomopatoldgicas de cada caso. As
médias e desvios padrdo dos nimeros médios
de células inflamatérias positivas/campo de 400x
dos 19 casos estudados foram: 6,1 (+ 4,4) para
células T CD4%;10,9 (+ 6,8) para células T CD8*;
1,3 (= 1,0) para células B (CD20%); 5,9 (= 3,1)
para macrofagos (CD68%); 7,5 (z 4,2) para células
PDGF-A; 2,9 (+ 2,7) para células PDGF-B; 2,2
(= 1,9) para células TGF-B1 e 2,3 (£ 1,9) para
células GM-CSF (Figura 1A-F, H).

A semiquantificagdo de antigenos do T. cruzi
variou de 0 a 2 e os resultados estdo na Tabela 1.
Apenas um caso foi negativo sendo observada
guantidade escassa (1) ou moderada (2) de
antigenos do T. cruzi em 18 dos 19 casos estudados
(Figura 1G).

O numero médio de linfécitos T CD8* foi
mais alto que o de linfocitos T CD4*, com razéo
CD4*/CD8* 0,6 (+ 0,3). O nimero médio de células
CD68*f0i 5,9 ( 3,1). O nimero de células PDGF-
A positivas foi muito alto - 7,5 (+ 4,3), comparado
aos outros fatores de crescimento, em que 0s
nameros médios de células positivas para PDGF-
B (2,9+2,7), TGF-B1 (2,2 + 1,9) e GM-CSF
(2,3 + 1,9) foram bem mais baixos (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise quantitativa das células inflamatdrias e fatores de crescimento, dados clinicos e anatomopatoldgicos

dos 19 pacientes com cardiopatia chagasica crénica.

Caso Paciente Idade Sexo Intensidade Antigenos CD8 CD4 CD4/ CD68 CD20 PDGF PDGF TGF- GM- Peso
inflamatéria de T. cruzi CD8 A B B1 CSF (9)

1 OAF 54 M moderada 1 12,5 9,7 0,7 6,1 0,5 3,7 2,8 1,7 0,3 450
2 CcMC 25 M moderada 2 142 44 03 9,8 0,9 6,5 19 15 51 500
3 FMP 22 F intensa 2 76 39 05 9,2 15 4,2 10 03 30 500
4 EPE 60 F discreta 2 176 60 03 3,5 34 9,5 1,8 10 09 500
5 LMO 40 M moderada 0 14,2 10,3 0,7 12,3 2,9 9,6 27 49 272 700
6 JCP 60 M moderada 1 242 172 0,7 3,0 0,5 2,0 28 15 06 420
7 SCL 30 M moderada 1 228 135 06 123 31 200 120 66 71 600
8 SCC 44 M moderada 2 175 11,4 0,6 55 0,9 9,5 25 32 41 600
9 LHR 22 M moderada 2 155 46 03 5,3 2,9 13,0 27 03 05 780
10 BAB 28 F intensa 2 57 39 07 9,5 1,9 8,4 63 27 58 500
11 CSM 55 M moderada 1 13,9 9,7 0,7 5,0 1,7 5,2 4,0 1,4 1,4 400
12 FOL 53 M moderada 1 1,2 2,1 1,7 1,6 1,0 12,0 4,7 6,8 3,2 450
13 FSL 41 F moderada 1 55 3,8 0,7 4,5 0,7 4.5 1,2 1,2 0,8 470
14 NPS 58 F moderada 1 47 32 07 3,2 0,8 4,5 12 15 21 600
15 MJA 71 F moderada 1 1,1 1,3 1,2 3,9 0,7 9,6 4,4 0,8 2,0 400
16 LD 66 M discreta 2 38 15 04 31 0,3 4,4 32 07 17 600
17 AVS 38 M moderada 2 87 40 04 57 0,7 6,8 03 32 17 500
18 PM 51 M moderada 1 64 27 04 51 0,7 3,5 00 28 06 800
19 ZSM 57 F moderada 1 10,2 39 04 3,9 0,4 7,0 08 01 18 550

Média 109 6,1 0,6 5,9 1,3 7,5 29 22 23 543,1

DP 6,8 4,4 0,3 3,1 1,01 43 2,7 1,9 1,9 117,3

Mediana 102 40 06 5.1 0.9 6.8 27 15 18 500

Minimo 1.1 13 03 1.6 0.3 2.0 00 01 03 400

Maximo 242 172 17 123 34 200 120 68 7.1 800
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Figura 1 - Cortes histolégicos de miocardios submetidos a coloracdo pela imunoperoxidase: (A) caso n° 17,
mostrando intensa marcacao de células mononucleares para PDFG-A (x630); (B) o mesmo caso, apresentando
positividade na matriz extracelular para PDGF-A ’(Iseta, x630); (C) intensa imunorreatividade em sarcolema

(seta), células endoteliais e células intersticiais inflamatdrias para PDGF-A no caso 12. Note-se que ndo ha
positividade no citoplasma das fibras cardiacas (x6302,' (D) caso n° 10, mostrando marca¢do em sarcolema
(cabega de seta) e células intersticiais inflamatorias (se ag para PDGF-B. Note-se que ha discreta imunorreacdo
no citoplasma das fibras cardiacas (x63g); (E) caso n° 5, mostrando poucas células mononucleares positivas
para TGF-B1, (seta, x630), (F), caso n° 16, mostrando foco de células inflamatorias GM-CSF positivas (seta,
Xx630); (G) caso n° 8, mostrando foco inflamatdrio exibindo varios amastigotas na matriz extracelular,
imunocorados_com anti-T. cruzi (seta, x630), (H), caso n° 5, mostrando infiltrado inflamatdrio apresentado
imunomarcacdo de células monucleares CD68+, correspona’endo a macrofagos (x400).
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Todos os pacientes apresentaram miocardite
com atividade discreta a intensa e a média do
peso dos coracg0es foi de 543,19 (+ 117,3), sendo
que todos apresentavam peso aumentado, entre
4009 e 800g.

A Tabela 2 mostra a freqiiéncia de positividade
encontrada semiquantitativamente nas células
endoteliais, células musculares lisas, sarcolema
e matriz extracelular, agrupando-se os casos com
intensidade 0 ou 1 e os de 2 ou 3. Verificou-se
gue as porcentagens de casos com intensidade
2 ou 3 para o PDGF-A em células endoteliais,
células musculares lisas e sarcolema (Figura 1C)
foram de 63,1%, 57,9% e 52,6% respectivamente,
ao passo que, na matriz extracelular, predominou
(63,1%) a intensidade 0 ou 1 (Figura 1B). Ao
contrario, o PDGF-B apresentou maiores
porcentagens com intensidade 0 ou 1, sendo
94,7% para célula endotelial, 63,1% para célula
muscular lisa e 89,5% para a matriz extracelular.
No sarcolema houve discreto predominio de
intensidade 2 ou 3 (52,6%).

O TGF-B1l+*foi encontrado apenas em
sarcolema e as reagfes imunocoradas com este

anticorpo foram sempre de intensidade
cromogénica muito delicada, sugerindo baixa
producdo do mesmo (Figura 1E), embora
tenhamos encontrado uma média de 2,2 de
células intersticiais positivas para o TGF-B1.
Observamos que, para o TGFB1, 100% dos
casos apresentaram auséncia ou discreta
imunorreatividade em sarcolema (0 e 1), com
média de 0,6 (+ 0,5).

N&o encontramos positividade em células
endoteliais e nem na matriz extracelular para o
TGF-B1 e para o GM-CSF, exceto o caso 19, que
apresentou discreta (intensidade 1) imunocoloragdo
na matriz extracelular para o TGB-31. Quando a
positividade para o PDGF-A e B no sarcolema
era intensa, o citoplasma da fibra também
estava bastante corado; quando era discreta a
imunorreatividade no sarcolema o citoplasma da
fibra ficava totalmente negativo (Figura 1C e 1D).

O teste de correlagéo de Pearson mostrou
forte correlagdo entre quantidade de células
inflamatérias positivas para PDGF-A e PDGF-B
(r=0,73 e P = 0,0004) e entre PDGF-B e GM-

Tabela 2 - Freqtiéncia, média e desvio padrdo da intensidade da semiquantificacdo das imuno-reagbes para PDGF-A,
PDGF-B, TGF-b1 e GM-CSF em 19 pacientes com cardiopatia chagasica cronica.

Célula Célula Matriz
Fator de Intensidade endotelial muscular lisa Sarcolema extracelular
crescimento n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
PDGF-A Ooul 7 36,8 8 42,1 9 47,3 12 63,1
2o0u3 12 63,1 11 57,9 10 52,6 7 36,8
Média (DP) 1,89 (1,0) 2,0 (0,9) 1,78 (0,9) 1(1,1)
PDGF-B Ooul 18 94,7 12 63,1 9 47,3 17 89,5
2o0u3 1 5,2 7 36,8 10 52,6 2 10,5
Média (DP) 0,52 (0,7) 1,47 (0,9) 1,78 (1,1) 0,36 (0,8)
TGF-b1 Ooul 19 100 19 100 19 100 19 100
20u3 0 0 0 0 0 0 0 0
Média (DP) 0 0 0,6 (0,5) 0
Ooul 19 100 19 100 19 100 19 100
GM-CSF 2o0u3 0 0 0 0 0 0 0 0
Média (DP) 0 0 0 0

CSF (r=0,67 e P=0,001). Nao houve correlagédo
estatisticamente significante entre PDGF-A e
TGF-B1 (r = 0,59 e P = 0,007), PDGF-A e GM-
CSF (r = 0,57 e P = 0,009) nem entre PDGF-B
e TGF-B1 (r = 0,56 e P=0,01). Também nao
houve correlagdo entre aumento de células
inflamatorias intersticiais (CD8*, CD4*, CD20* e
CD68*) e aumento de células positivas para
PDGF-A, PDGF-B, TGF-B1 e GM-CSF, exceto
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guanto as células CD68* e GM-CSF (r = 0,63 e
P =0,004).

O Teste de Wilcoxon mostrou ndo haver
correlac&o entre nimero de células positivas para
os fatores de crescimento e quantidade de
antigenos do T. cruzi.

O coeficiente de correlacdo de Spearman
mostrou ndo haver correlacdo entre quantidade
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de células intersticiais positivas para PDGF-A,
PDGF-B eTGF-B1 e positividade desses fatores

em células endoteliais, células musculares lisas,
matriz extracelular e no sarcolema da fibra cardiaca.

DISCUSSAO

A fibrose € uma das graves complicagfes
da CCC exercendo papel fundamental no
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
crbnica nesses pacientes. Fatores de crescimento
podem estar envolvidos no desenvolvimento
desse processo fibrético em pacientes com doenca
de Chagas®®, sendo poucas as informacdes
disponiveis a respeito, até o presente momento.
Wyler et al*®* demonstraram, em culturas de células
de fibroblastos, musculares lisas e miocardicas
cultivadas com fator de crescimento para
fibroblastos (FGF), que o parasitismo de células
mesenquimais e de células miocérdicas resultava
na elaboracao de FGF e que, portanto, poderia
ter papel na iniciacédo da fibrose miocardica.

Trautmann et al*” demonstraram que a IL-4
derivada de mastdcitos atuava como uma
sinalizagdo para producgdo de FGF e PDGF. Em
trabalho recente, demonstramos a presenca de
IL-4 no infiltrado inflamatério do miocardio de
pacientes com CCC?, portanto, este mecanismo
de inducéo de fatores de crescimento pode estar
acontecendo nos chagasicos crénicos.

Silva et al®* observaram que macrofagos
humanos tratados com o TGF-f3, antes e depois
da infeccdo das células, podem aumentar a
replicacdo do T. cruzi no interior de macrofago,
como bloquear os efeitos inibitérios da replicagéo
do parasita induzido pelo IFN-y (interferon-
gamma), sugerindo que o TGF-f3 esta associado
com a regulagdo imune e com o controle da
ativacao de macrofagos em resposta a parasitas.

Em outras doencas, como nas renais, o TGF-31
regula a producédo e renovacado da matriz
extracelular, como a fibronectina, proteoglicanos
(decorina, biglicano) e colageno do tipo IV5. E
também quimiotético para fibroblastos e estimula
o crescimento de fibroblastos imaturos. Assim, a
producdo do TGF-f no local da lesdo recruta
macrofagos e fibroblastos que aumentam a
producéo in situ do TGF-B, juntamente com as
células residentes?. Alguns autores tém sugerido
gue o TGF-B poderia ter papel importante na
resposta a lesdo cardiaca. Isto foi demonstrado
através de estudo imunohistoquimico onde
células miocérdicas de ventriculo normal de rato
ficaram fortemente positivas para TGF-j3,
enquanto que, durante o infarto do miocardio
causado pela ligadura de artéria coronariana,

houve perda progressiva dessa coloragdo na
fibra. Entretanto, 24 a 48 horas ap0s a ligadura,
encontrou-se intensa coloragdo dos midcitos na
margem das areas de infarto®. No presente trabalho,
estudamos a CCC, onde ha um processo de
reparagéo provavelmente consequiente a lesfes
isquémicas!? 17 2036 Apesar de ser esperado
aumento do TGF-[3, este fator esteve presente
em baixa concentracao, tendo-se encontrado
grande quantidade de PDGF-A.

N&o encontramos correlacdo entre presenca
de células CD68* (macrofagos) e de células T e
B e presenca de TGF-f1 e, também, n&o houve
correlacdo entre presenca desse fator de
crescimento e quantidade de antigenos de T. cruzi.
Da analise quantitativa e semiquantitativa,
verificamos que ha baixa producao de TGF-31
na CCC e que, portanto, este ndo parece exercer
um papel fundamental no desenvolvimento da
fibrose nessa doenca.

Além da apresentacdo de antigenos, os
macréfagos também possuem muitas outras
atividades funcionais, como a fagocitose de
complexos imunes e atividades microbicidas e
tumoricidas. O estado funcional dos macréfagos
é regulado por varias substancias, como
endotoxinas e interferon-yt. Morrissey et al'®
observaram que o GM-CSF é capaz de promover
aumento de receptor Fc em macréfagos
peritoneais, aumentando a capacidade de
apresentacéao de antigenos. No mesmo trabalho,
0s macroéfagos peritoneais de camundongos
infectados com T. cruzi quando incubados com
GM-CSF, apresentaram menos parasitas por
célula, e menos células infectadas, demonstrando
que o GM-CSF melhorava a capacidade dos
macréfagos em inibir a replicagcdo do T. cruzi*.
No presente trabalho, analisando pacientes
com CCC, ndo encontramos correlagdo entre
quantidade de antigenos de T. cruzie quantidade
de células inflamatdrias imunomarcadas com
anti- GM-CSF. Porém, assim como o TGF-1, a
producédo de GM-SCSF parece ser baixa nesses
pacientes e, portanto, ndo deve exercer papel
importante no desenvolvimento da fibrose. Por
outro lado, esta baixa produgéo de GM-CSF pode
ter papel patogénico auxiliar, favorecendo a
permanéncia do parasita no hospedeiro.

O PDGF é um potente mediador de
proliferacdo de células musculares lisas? 2. O
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desenvolvimento de fibrose intersticial e de leséo
vascular proliferativa sdo caracteristicas da
rejeicdo crbnica renal. A forte expressédo de
fatores de crescimento, particularmente o PDGF
e TGF-3 em endotélio e em células musculares
lisas na rejeicdo crbnica renal, sugere que eles
poderiam ser os responsaveis pelo desenvolvimento
das lesdes vasculares. No presente estudo
verificamos que, de todos esses fatores de
crescimento estudados, houve predominancia de
PDGF-A e este fator esteve presente em células
endoteliais, células musculares lisas e sarcolema;
ndo houve, porém, correlagdo entre quantidade
de células inflamatdrias intersticiais positivas
para o PDGF A e B e presenca desses fatores
nas varias localidades. Este achado indica que,
provavelmente, a inducdo desses fatores néo
decorre apenas da inflamacé&o e que a fibrose
intersticial na doenca de Chagas pode estar ligada
a presenca de PDGF mas nédo necessariamente
a inflamacao constante.

Em trabalho recente do nosso grupo,
demonstrou-se que proteinas do complemento
C5-b9 estéo presentes no sarcolema das fibras
cardiacas viaveis em pacientes com CCC2 A
presenca de proteinas do complemento C5-b9
(MAC — membrane attack complex of complement)
na membrana de células, em quantidade subletal,
constitui mecanismo indutor de liberagédo de fatores
de crescimento, recentemente descrito. Isto
provocaria, nessas células, a producgdo de FGF
e PDGF*. Também em outras doengas, nas quais
ocorre a proliferacéo celular, a presenca de C5-b9
€ uma das caracteristicas que podem estar
associadas a atividade proliferativa. Essas doencas
seriam, por exemplo, a aterosclerose®, nefropatias®®
e outras, onde o mecanismo patogénico seria
semelhante-proliferacao do tecido conjuntivo. A
demonstrac¢éo de MAC no sarcolema das fibras
cardiacas viaveis nos pacientes chagasicos
cronicos é um forte indicativo de que estas
células podem estar sendo estimuladas a
produzir fatores de crescimento. A liberagéo
desses fatores de crescimento poderia explicar
a fibrose fina envolvendo cada fibra miocéardica

presente no coracdo de pacientes chagasicos
cronicos. Corrobora esta idéia a observagao de
Wyler et al®®, de que cultura de miécitos cardiacos,
quando em presenca de T. cruzi, apresenta
presenca de FGF no sobrenadante. Por outro
lado, Speir et al®®34 observaram, em cultura de
midcitos cardiacos nao infectados, quantidade
significante de FGF na fibra cardiaca de ratos
adultos, quando quantificado pela técnica de
radioimunoensaio.

A presenca de MAC nas fibras cardiacas pode
ser explicada pela inducdo de fenbmenos
imunoldgicos ativos contra o parasita, inclusive
a presenca de complemento. Parte desse
complemento poderia se acumular nas fibras
cardiacas, principalmente quando a resposta
inflamatoria contra o T. cruzi é exagerada. O
T. cruzi tem mecanismos de evaséo a lise pelo
complemento, pela produgdo de substéncias
semelhantes aos fatores inibidores do
complemento3°4°,

Encontramos forte correlagao entre nimeros
de células inflamatérias positivas para PDGF-A
e PDGF-B e, também, entre PDGF-B e GM-CSF,
além de correlacdo estatisticamente néo
significante entre PDGF-A e TGF-B1, entre
PDGF-A e GM-CSF e entre PDGF-B e TGF-f31.
Estes achados confirmam que, como citocinas,
esses fatores de crescimento apresentam muitos
efeitos, multiplas interacdes e efeitos sinérgicos
e antagonistas, complicando o entendimento de
seus papéis biolégicos na doenca de Chagas.

Em conclusédo, dos fatores de crescimento
estudados, o PDGF (principalmente PDGF-A)
possivelmente exerce papel fundamental na
proliferacéo de células e, conseqiientemente, na
producao da fibrose na CCC. Ja os outros dois
fatores estudados (GM-CSF e TGF-1) estédo
muito pouco expressos, sugerindo algum fator
inibitério atuando sobre macréfagos, podendo
corresponder a imunodepressédo devido a
presenca de T. cruzi, que tem sido amplamente
demonstrada.
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