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Roggério, A. Expressao aumentada de antigenos de MMP-9, PPAR o e
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae em fragmentos
ateroscleroticos de aorta com aneurisma [tese]. Sado Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2008. 107p.

Introducdo: Aneurisma de aorta € considerado uma doenga inflamatéria
crbnica, mas ainda € controverso se esta relacionado a aterosclerose aos
agentes infecciosos. Antigenos de Chlamydophila pneumoniae (CP) e
Mycoplasma pneumoniae (MP) foram encontrados em grande quantidade
nas placas instaveis que usualmente estdo associadas a remodelamento
positivo e inflamagédo do vaso. Metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9) esta
implicada na fragilidade da parede vascular e na formagdo dos aneurismas.
Os efeitos imunomodulatérios dos receptores ativados por proliferador de
peroxissomo (PPARs) tém sido relacionados a aterosclerose. Objetivos:
Comparar lesdes ateroscleréticas graves com e sem aneurisma do ponto de
vista inflamatério e infeccioso, analisando antigenos de MP e CP e
expressao de MMP-9, TIMP-1 e PPARs. Métodos: No presente estudo
quantificamos, através da técnica de imunoistoquimica, antigenos de MMP-
9, TIMP-1, PPARs « e vy, e dos agentes infecciosos CP e MP em fragmentos
de aorta ateroscleréticos com aneurisma (n=14) e sem aneurisma (n=14).
Resultados: A adventicia e o tecido adiposo periadventicial (TAP) dos
aneurismas apresentaram intensa inflamacéo. Expressao de MMP-9 esteve
aumentada no TAP e agentes infecciosos, TIMP-1 e PPAR o estiveram
aumentados na adventicia e no TAP, sem diferenca em relacdo a expressao
de PPAR vy. Colageno, TIMP-1 e PPARs estiveram positivamente
correlacionados no grupo com aterosclerose, mas ndo no grupo com
aneurisma. Conclusao: Nossos achados sugerem que aneurisma de aorta é
uma complicacdo das lesdes ateroscleréticas. Quantidade aumentada de
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae na adventicia e PAT
sem correlacdo da resposta de TIMP-1 e PPARs sdo achados que estao
associados com a presenca de aneurisma nos segmentos de aorta
ateroscleroticos.

Descritores: Aneurisma aodrtico, Aterosclerose, Metaloproteinase da matriz-
9, Receptores ativados por proliferadores de peroxissomo, Chlamydophila
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Imunoistoquimica
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Roggério, A. Increased expression of MMP-9, PPAR o and
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae antigens in
atherosclerostic aortic fragments with aneurysms [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2008. 107p.

Introduction: Aortic aneurysm is considered a chronic inflammatory disease,
but remains a controversial matter if it is related to atherosclerosis and
infectious agents. Chlamydophila pneumoniae (CP) and Mycoplasma
pneumoniae (MP) antigens were found in higher amount in unstable plaques
that are usually associated to positive remodeling and vessel inflammation.
Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) has been implicated in vascular wall
fragility and aneurysm development. The immunemodulator effects of
peroxisome proliferators - activated receptor (PPARs) have been related to
atherosclerosis. Objectives: To compare severe atherosclerotic lesions with
and without aneurysms by inflammatory and infectious point of view,
analyzing MP and CP, MMP-9, TIMP-1 and PPARs antigens. Methods: In
the present study we quantified, using immunohistochemistry technique,
MMP-9, TIMP-1, PPAR a and y and infectious agents CP and MP antigens in
aortic atherosclerotic fragments with aneurysms. (n=14) and without
aneurysms (n=14). Results: Adventitia and periadventitial adipose tissue
(PAT) from aneurysms showed intense inflammation. MMP-9 expression has
increased in PAT and the infectious agents, TIMP-1 and PPAR o were
increased in adventitia and PAT in aneurysmatic group, without difference
related to PPAR y expression. Collagen, TIMP-1 and PPARs were positively
correlated in atherosclerotic group, but it was not observed in aneurysmatic
group. Conclusion: Our data have suggested that aortic aneurysm is a
complication of aortic atherosclerotic lesions. Increased amount of
Chlamydophila pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae in the adventitia
and PAT without a correlated TIMP-1 and PPARs response are findings that
were associated with the presence of aneurysm in atherosclerotic aortic
segments.

Descriptors: Aortic aneurysm, Atherosclerosis, Matrix metalloproteinase-9,

Peroxisome proliferators - activated receptors, Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pnemoniae, Imunohistochemistry
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1.1 ANEURISMA

Aneurisma por definicdo € uma dilatagdo anormal de um segmento
vascular ou da parede do coracdo. Primeiramente descrito por Galeno (131-
200 d.C.), o aneurisma é reconhecido como uma les&o local, permanente,
irreversivel, caracterizada como uma dilatacao que excede uma vez e meia
o diametro normal do vaso. Qualquer tipo de vaso ou por¢céao dele pode ser
acometido, mas preferencialmente, sdo comprometidas as artérias cerebrais,
e a aorta (Sakalihasan, 2005). Essa lesdo desenvolve-se lentamente, com
dilatacao progressiva, aumentando seu volume, podendo causar rompimento
da parede vascular e provocar intensa hemorragia. Além disso, pode
comprimir, deslocar e destruir estruturas vizinhas (Filho, 2000).

Aneurismas da aorta sdo os mais comuns, sendo encontrados em
toda a sua extensdo. Sao mais freqlentes na aorta abdominal, abaixo das
artérias renais e acima da bifurcacdo das artérias iliacas, quando
comparados a porcgao toracica (Bettmann, 2004). Aneurismas com diametro
superior a 6,0 cm apresentam um risco de ruptura de 17% ao ano, sendo
responsaveis por 15.000 mortes ao ano nos Estados Unidos (Sakalihasan,

2005).

1.1.1 Classificacao

Sao classificados de acordo com sua morfologia, localizacdo e
etiologia. Aneurisma verdadeiro é aquele que compromete toda a espessura

da parede vascular, causando alteragdes em seus componentes. Dilatacao



vascular por delaminacdo das camadas da parede vascular por infiltracao
sanguinea ndao é um verdadeiro aneurisma, mas sim disseccao (Schoen,
2005). Do ponto de vista morfolégico, os aneurismas podem se apresentar
como dilatacdes saculiformes de uma porgcao da parede, ou fusiformes com
um comprometimento de todo o didmetro vascular (Nobre, 2005). Quanto a
localizacdo anatémica, os aneurismas de aorta ascendente, arco e
descendente toracica sdo denominados aneurismas de aorta toracica e os
que acometem a porcdo da aorta logo abaixo do diafragma sao

denominados aneurismas de aorta abdominal (Guo, 2006).

1.1.2 Etiologia e fatores de risco

Diversos fatores etioldégicos podem estar ligados ao desenvolvimento,
expansdao e ruptura dos aneurismas. Com freqliéncia bem menor os
aneurismas podem ser consequéncias diretas de causas especificas como
trauma, infeccdo aguda, doencas inflamatérias (arterite de Takayasu e
Behcget) e desordens do tecido conectivo (Sindrome de Marfan e Ehlers-

Danlos tipo V) (Shimizu, 2006).

A aterosclerose € o principal fator associado aos aneurismas
inespecificos. A injuria aterosclerdtica quase sempre presente nos
aneurismas tem levado a postulacédo de os aneurismas serem na realidade
um processo de agravamento da aterosclerose. No entanto, muitos
pacientes que possuem doenga aterosclerética oclusiva da aorta nao

desenvolvem aneurismas. Assim, acredita-se que outros fatores podem



estar associados ou influenciando como sexo, idade, hipertensao,

predisposicao genética e infecgbes (Libby, 2001).

Com relagdo ao aneurisma de aorta abdominal, os fatores de risco
mais frequentes sdo os mesmos relacionados ao desenvolvimento da
aterosclerose. O tabagismo é considerado o fator de risco ambiental isolado
de maior importancia. Dados clinicos mostram aumento da prevaléncia de

aneurisma de até quatro vezes em individuos fumantes (Choke, 2005).

1.1.3 Caracteristicas histolégicas

Histologicamente, os aneurismas apresentam perda da estrutura
normal da parede vascular, acometendo as tunicas intimas, média e
adventicia, com fragmentacdo das laminas elasticas da média, perda de
células musculares lisas, em associagdo com presenca de lesdes
ateroscleroticas e remodelamento da matriz extracelular (Chan, 2005;
Alexander, 2004; Freestone, 1997; Bernucci, 1992). Além disso, geralmente
€ observado aumento do numero de vasos do vasa vasorum, € inflamacgao
cronica na camada adventicia constituida principalmente por linfécitos (T e
B), macréfagos e células dendriticas (Shimizu; 2005 e 2006; Thompson,

1996).

1.2 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma doenga secundaria a disfungdo endotelial

seguida por acumulo de lipides no interior da camada intima. A disfuncao



endotelial pode estar associada a inumeras causas como, por exemplo,
disturbios hemodinamicos, hipertensdo arterial, shear stress, diabetes
mellitus, tabagismo, hipdxia, agentes infecciosos e homocisteinemia (Filho,
2006). Em consequiéncia da disfuncao ha um aumento na permeabilidade do
endotélio, favorecendo a passagem de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) para a intima. A presenca das lipoproteinas oxidadas no espaco
subendotelial sinaliza a expressdo das moléculas de adesédo na superficie
das células endoteliais, sendo as principais: molécula de adesao celular
vascular—1 (VCAM-1), molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), E-
selectina, P-selectina e L-selectina (Libby, 2001). A presenca destas
moléculas aumenta o recrutamento das células inflamatérias, principalmente
de mondcitos e linfécitos para o local da lesao.

No espago intimal, os mondcitos, sob influéncia do fator estimulante
de col6énia de macrofagos (CSF-M), transformam-se em macréfagos e
passam a expressar scavenger receptors englobando e modificando a LDL
oxidada, e assim transformando-se em células espumosas. (Luster, 1998;
Libby, 2004). A formacgédo e a replicacao das células espumosas na intima
caracterizam a aterosclerose insipiente, reconhecidas a macroscopia por
“estrias gordurosas”.

As células espumosas secretam diversos mediadores inflamatérios
que amplificam a inflamacdo vascular e contribuem para um acumulo
adicional de leucdcitos, proliferacdo de células musculares lisas, e
remodelamento da matriz extracelular levando a progressao da leséo (Libby,

2004). Entretanto, essas lesbes podem evoluir para uma extensa



degradacao das laminas elasticas da camada média, acompanhada de
intenso infiltrado inflamatério  constituido  predominantemente  por
macroéfagos, linfécitos e células dendriticas, localizado principalmente na
camada adventicia. Esta inflamacédo esta associada a apoptose de células
musculares lisas, elevada atividade de citocinas, integrinas e quimiocinas,
como PGE-2, fator de necrose tumoral o (TNFa), interleucina - 6 (IL-6) e IL-
1B e também tem sido observada nos aneurismas (Alexander, 2005;

Shimizu, 2005).

1.3 ANEURISMA E O PROCESSO ATEROSCLEROTICO

Estudo em fragmentos de aorta abdominal realizado por Zarins et al
(2001) mostrou uma forte associagdo entre a aterosclerose, tamanho da
aorta e degeneracdo da camada média. Os autores demonstraram que no
local da lesdo ha danos da microarquitetura normal da média, erosédo e
enfraquecimento da parede vascular, predispondo a formacado de
aneurismas.

Os aneurismas considerados inespecificos comumente se
desenvolvem na aorta abdominal em locais com aterosclerose intensa,
apresentando placas de grande centro necrético com freqiente ruptura ou
ulceracao (Filho, 2000). A camada média apresenta marcado afilamento ou
interrupcdes, com inflamacdo cronica da camada adventicia (Freestone,

1997).



Alguns autores tém descrito aneurismas inflamatérios aonde a
resposta inflamatéria € mais exacerbada (Hayashi, 2006; Hellmann, 2007).
Inicialmente considerados uma variante dos aneurismas ateroscleroéticos, até
o0 presente momento ainda ndo estd claro se aneurismas inflamatorios
podem representar um processo inflamatério periadrtico independente da
aterosclerose, caracterizado por fibrose e inflamacdo da adventicia (Koch,
1990).

Anadlises das areas linféides na camada adventicia indicam presenca
de linfocitos T, macrofagos, células B e dendriticas. Estas areas funcionam
como locais de resposta imune celular e humoral (Forester, 2005). A
presenga destas células na parede vascular leva a inducdo de citocinas
inflamatorias (IL-1PB, IL-6, IL-8, TNFa, RANTES e MCP-1), expressao de
moléculas de adesdo, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e
expressdao aumentada de proteases (Lindholt, 2006). Ativadores de
plasminogénio, serina-elastases e metaloproteinases parecem desempenhar

um papel fundamental na génese dos aneurismas (Eagleton, 2006).

1.4 ANEURISMAS E METALOPROTEINASES (MMPs)

As MMPs sao endopeptidases zinco-dependentes que degradam
componentes da matriz extracelular. A maioria das MMPs ¢ sintetizada e
secretada como pré-enzimas inativas e que sao ativadas no espaco
extracelular por proteinases e outras MMPs (Lijnen, 2004). Estao envolvidas

em uma variedade de processos fisioldgicos, incluindo inflamacdo e



remodelamento de proteinas estruturais. Sdo produzidas por células
inflamatérias como neutréfilos e macrofagos, além de células mais
indiferenciadas como células neoplasicas e fibroblastos transformados
(Keeling, 2005).

Inicialmente proposto por Sénior et al (1991), as MMPs tém sido
relacionadas a degeneracao da parede arterial, e diretamente implicadas na
formacdo e expansdo dos aneurismas. A presenca de varias MMPs tais
como MMP-2, -3, -8, -9, -12 e -13 (Choke, 2005) j4 foram descrita nos

aneurismas, sendo a MMP-9 a mais estudada.

1.4.1 MMP-9

Também conhecida como gelatinase B, a MMP-9 apresenta como
substratos principais os colagenos tipos: I, IV, V, VIl e X, fibrinogénio e
elastina (Keeling, 2005). Produzida por neutréfilos, macrofagos, e outras
células inflamatérias, quando estimuladas por IL-1B, IL-6 e TNFa (Shah,
1997) é encontrada em pequenas quantidades no tecido aértico normal,
estando associada a inflamacéao crénica e grande quantidade de macréfagos

(Thompson, 1995).

Estudos recentes demonstraram associacdo da MMP-9 ao
remodelamento cardiaco (Yan, 2006), instabilidade (Sluijter, 2006), e ruptura
da placa aterosclerética (Leclercq, 2007). Também tem sido encontrada em
diferentes estagios de desenvolvimento dos aneurismas (McMillan, 1997;

Wilson, 2006).



Niveis plasmaticos de MMP-9 encontram-se aumentados em
individuos portadores de aneurisma de aorta abdominal quando comparados
com individuos normais (Hovsepian, 2000). Além disso, ha uma forte
correlagéo entre MMP-9 e aneurismas tanto em tecidos humanos como em
modelos animais (Yamashita, 2001). Camundongos knock out para MMP-9
mostram resisténcia a formagcdo de aneurismas, resisténcia esta que é
perdida ao receberem transplante de medula Ossea, tornando-se
susceptiveis a formacao dos mesmos. Estes resultados suportam a hipétese
de que a presenca de MMP-9 inflamatéria é importante na formacédo de
aneurismas de aorta abdominal (Pyo, 2000).

A atividade das metaloproteinases no ambiente extracelular é
regulada em diversos niveis, incluindo alteragcdo na expressdo génica,
impedimento da conversao da pro-enzima para a forma ativa e formacéo de
complexos com inibidores especificos como os TIMPs. (Andrian, 2007) Os
TIMPs (“tissue inhibitors of matrix metalloproteinases” — inibidores teciduais
das metaloproteinases da matriz) sdo inibidores naturais das
metaloproteinases e geralmente sdo secretados em conjunto (Keeling,
2005). Até a presente data, foram identificados quatro membros desta
familia de inibidores (TIMP-1, -2, -3 e —4), sendo o TIMP-1 responsavel pela
inibicdo da MMP-9 (Orbe, 2003).

A associacdo do TIMP-1 com as metaloproteinases € rapida,
formando complexos reversiveis (1:1), enquanto que a dissociacdo é lenta,
levando assim ha uma inibicdo efetiva da sua atividade (Hornebeck, 2005).

O TIMP-1 é expresso no tecido arterial (Meng, 2006) e sob condi¢des
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normais ha um delicado balanco entre as duas proteinas, permitindo assim,
a homeostase normal da matriz extracelular (Tan, 2007). Por este motivo,
alteracbes nos niveis dos TIMPs sado importantes nas condi¢cbes patoldgicas
associadas a alteracdes na atividade das metaloproteinases (Visse, 2003).

O conceito atual de que a formacao de aneurismas é resultado de um
processo inflamatério crénico, com degradacao e transformacao da parede
vascular tem atraido a atencao para o TIMP-1, propondo-se a ocorréncia de
um desequilibrio entre MMP-9 e TIMP-1 nessa alteracao vascular (Hobeika,
2007). Reforcando o esse conceito, Allaire et al (1998), utilizando um modelo
experimental de ratos, demonstrou que o TIPM-1 previne a degradacao da
elastina, formagao de aneurisma e sua ruptura, sugerindo um possivel efeito
protetor.

Além dos TIMPs, substancias como TGF-B, heparina e
corticosteréides podem ter acao inibitéria sobre as MMPs (Dollery, 1995).
Zhang et al (2007) demonstraram acao inibitéria de PPARs a e y na sintese
de MMP-9 durante a diferenciagdo de monécitos para formacao das células
espumosas (foam cells). Esta funcédo pode contribuir para a estabilizagdo da

placa instavel (Soumian, 2005).

1.5 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE

PEROXISSOMOS (PPARSs)

PPARs sao fatores de transcricdo pertencentes a superfamilia de

receptores nucleares relacionados aos receptores de hormdénio retindides,
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esteréides e tireoidianos (Kota, 2005; Marxs, 2004). Sao ativados em
resposta a acidos graxos, &cido araquidénico e seus metabdlitos
eicosanoides, como as prostaglandinas, tromboxinas e leucotrienos e
fibratos (Berger, 2002).

Até o presente momento, trés isoformas foram identificadas: PPAR a,
PPAR /5 e PPAR v, que s&o codificados por diferentes genes e distribuidos
em diversos tecidos de acordo com seus subtipos. PPAR o é encontrado
principalmente no figado, rins e musculos esquelético e cardiaco. PPAR y é
encontrado predominantemente em adipdcitos e células do sistema imune,
tais como mondécitos/macréfagos, linfécitos B e T e células dendriticas.
PPAR /6 estao distribuidos de forma ampla (Kiec-Wilk, 2005).

Estudos recentes mostram participacdo do PPAR o e PPAR v na
inflamacéo e aterogénese, estando presentes em células da parede arterial
e também em macro6fagos (células espumosas) no interior da lesdo (Marx,
1998).

O papel biolégico destes receptores é ainda muito discutido. De
acordo com Moore e colaboradores (2001), no processo de aterosclerose os
PPARs sdo capazes de influenciar varios tipos celulares, como as células
endoteliais, macréfagos, células musculares lisas e a resposta vascular a
varios fatores. Assim, os PPARs mostram-se intimamente relacionados a
formagdo de células espumosas e a estabilidade da placa (Wakino, 2001).
Enquanto o PPAR o diminui os niveis de proteinas pro-ateroscleréticas
como fibrinogénio e proteina C reativa, o PPAR vy reduz a expressao de

metaloproteinases, induzindo a estabilizacao da placa. Por outro lado, PPAR
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vy pode desempenhar um papel pré-aterogénico pela estimulacdo da LDL
oxidada (LDL-ox) captada pelos macréfagos (Kersten, 2000).

As LDL-ox contém altas concentracbes de derivados lipidicos
oxidados que sao indutores da expressao e ativadores diretos do PPAR . A
ativacao do fator de transcricdo nuclear do PPAR vy induz um ciclo que
perpetua a lesdo aterosclerdtica, por desencadear a expressdo de
receptores CD36, com crescente internalizacdo de moléculas LDL-ox
contendo ativadores do PPAR vy adicionais (Tontonoz, 1998).
Diferentemente, estudos realizados por Chinetti e colaboradores (2001)
demonstraram que PPAR y e PPAR o n&o induzem a formacao de células
espumosas, apesar dos seus efeitos sobre a expressao de CD36.

Recentemente Huang et al (2005) demonstraram expressao
aumentada de PPAR y em células endoteliais da aorta de camundongos
C57bL/6J infectados com Chlamydophila pneumoniae e/ou submetidos a
dieta aterogénica. Esses dados sugerem uma associacao entre a expressao
de PPAR vy e a infeccédo por Chlamydophila pneumoniae na patogenia desse

modelo de aterosclerose experimental.

1.6 PRESENCA DE AGENTES INFECCIOSOS NA PAREDE
VASCULAR

A participagdo da inflamagdo na patogenia da aterosclerose e na
evolucao para instabilidade da placa € hoje um conceito indiscutivel

(Achneck, 2005). Por outro lado, a causa desta inflamacdo ainda é
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desconhecida (Espinola-Klein, 2002). Agentes infecciosos ou seus produtos
tém sido considerados iniciadores dessa inflamagdo na parede vascular,
onde citomegalovirus, Helicobacter pylori, € Chlamydophila pneumoniae ja
foram observados (Fong, 2000; Mazur, 2004; Pupka, 2004).

Chlamydophila pneumoniae € uma causa comum de infecgbes do
trato respiratério. Inicialmente proposto por Saikku et al (1988), e depois
confirmado por varios autores, observou-se uma intima associagdo entre a
Chlamydophila pneumoniae e o surgimento / agravamento das lesdes
ateroscleroticas (Higuchi, 2000; Shi, 2002, Choi, 2002; Gois, 2006). Diversos
estudos soroepidemioldégicos mostraram niveis elevados de anticorpos anti
Chlamydophila pneumoniae em individuos com doenga arterial coronariana
(Kol, 1998; Lindholt, 2001). Embora os eventos moleculares e celulares
envolvidos na interacao da Chlamydophila pneumoniae e aterogénese sejam
ainda pouco conhecidos, acredita-se que este patdégeno contribui para o
processo da doenca atuando como um agente iniciador (Halme, 1999). Este
agente foi demonstrado em lesGes ateroscleréticas de cardtidas e
aneurismas de aorta utilizando-se os métodos de imunohistoquimica,
hibridizacao in situ, microscopia eletrénico e PCR (Juvonen, 1997; Higuchi
2000; Higuchi 2002; Higuchi 2003; Espinola-Klein, 2002; Takemoto, 2005).
Também se observou que heat shock protein (HSP) de Chlamydophila
pneumoniae € capaz de estimular a secrecao de citocinas e MMPs pelos
macréfagos e aumentar as fungdes pro-coagulantes do endotélio e de
células musculares lisas (Tambiah, 2002). A hiper expressdo de MMP-9 foi

observada em placas aterosclerdticas instaveis em associagdo com
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Chlamydophila pneumoniae, inflamacdo e apoptose (Stintzing, 2005).
Estudos in vitro demonstraram que Chlamydophila pneumoniae aumenta a
producdo de MMPs por estimulos das citocinas IL-6 e IL-1B (Kim, 2005;
Schmidt, 2006).

Estudos através da microscopia eletrbnica detectaram que
Chlamydophila pneumoniae geralmente estd associada a micoplasmas,
principalmente na adventicia dos vasos, na superficie endotelial do vasa
vasorum e no nucleo lipidico das placas vulneraveis, em correlacdo com
remodelamento positivo e inflamacao. (Higuchi, 2000 e 2003).

Essa associacdo entre Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma
pneumoniae também foi encontrada em lesdes ateroscleréticas iniciais da
aorta ascendente, sugerindo participagcdo destes agentes ndao sé no
desenvolvimento de complicacdes da placa, mas também na aterogénese
(Gais, 2006). Nesse trabalho, correlagdo positiva entre numero de células
infectadas pela Chlamydophila pneumoniae com numeros de linfécitos T
(CD4 e CD8) e B (CD20) e macréfagos (CD68) sugere que a associagao
entre Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae pode estar
relacionada ao desenvolvimento da aterosclerose e inflamacao.

Micoplasmas s&0 0s menores microrganismos auto-replicantes
conhecidos, com 0 menor genoma entre os procariontes (menos de 600 kb),
como consequUéncia muitas substancias necessarias para sua sobrevivéncia
ndao sado produzidas. Assim sendo, todas as espécies sao parasitas, com

patogenicidade variavel a cada espécie (Razin; 1994).
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Em humanos, micoplasmas estdo associados a pneumonias
comunidade-adquirida (Hardegger; 2000), porém tém sido relacionados a
outras doencas como febre pds-aborto, doenca inflamatéria pélvica,
pielonefrite, uretrite, mortalidade perinatal, infertilidade, artrite, co-fator do
virus HIV, cancer (Chan, 1996) e aterosclerose (Higuchi; 2000 e 2002;
Mahara, 2000).

Micoplasmas sao capazes de modular o sistema imune do hospedeiro
podendo atuar tanto na supressdo deste através da depleg¢do de arginina,
citotoxicidade contra células linféides e diminuicdo na regulacdo das
citocinas (down-regulation), quanto na ativacao do sistema imune através de
células natural killers, mondcitos/macrofagos e estimulacéo de citocinas pré-
inflamatoérias. Esta habilidade de imunomodulagdo contribui para suas
propriedades patogenéticas, conseguindo driblar os mecanismos de defesa
e estabelecer uma infecgdo crénica persistente (Razin, 1998).

Estudos realizados sobre a ativacdo de macr6fagos/mondcitos por
micoplasmas mostraram que as lipoproteinas presentes na membrana
celular sdo os seus principais ativadores (Rottem, 2003). Sua membrana
celular é rica em lipoproteinas, sendo consideradas altamente antigénicas.
Para sintese destas lipoproteinas de membrana ha necessidade de grandes
quantidades de acidos graxos e colesterol (Razin, 1998). Desta forma, a
necessidade de colesterol para sobrevivéncia dos micoplasmas pode
explicar a presenga de grande quantidade destes microorganismos no
intersticio da parede vascular e no interior do nucleo lipidico da leséo

aterosclerotica grave (Higuchi, 2000 e 2003). Estas lipoproteinas induzem a
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liberacdo de citocinas inflamatérias tais como IL-1B, IL-6, TNFB, IL-8,
proteina quimiotaxica monocitaria (MCP-1), proteina 1 inflamatéria de
macréfagos (MIP-1a), fatores estimulantes de colénia (GM-CSF),
prostaglandinas e 6xido nitrico (Broaders, 2006, Razin, 1998).

O parasitismo dos micoplasmas na célula hospedeira pode causar
diversos danos a célula infectada cujos mecanismos se assemelham aos
presentes no desenvolvimento das lesdes ateroscleréticas tais como:

a. alteragdes no citoesqueleto, o que facilitaria a internalizacao
bacteriana, interferéncia com receptores de membrana e mecanismos de
transporte e também competicao por precursores (Rottem, 2003).

b. inducdo de formagcdo de perdxido de hidrogénio e radicais
superoxidos, que agem concomitantemente com moléculas enddgenas
toxicas, induzindo estresse oxidativo no epitélio do hospedeiro (Avron,
1995).

c. inducdo de oxidagcdo dos lipideos e morte dos macrofagos no
interior da placa (Higuchi, 2000)

Devido a alta capacidade de modulacdo do sistema imune do
hospedeiro e sua presenga em grande quantidade nas lesbes
ateroscleroticas, acredita-se em uma possivel participacdo deste agente na

formacao e desenvolvimento dos aneurismas de aorta.



2. Objetivos
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O presente trabalho tem como objetivo verificar se agentes
infecciosos podem estar relacionados ao desenvolvimento de aneurisma de
aorta, estudando comparativamente fragmentos ateroscleréticos de aorta

com e sem aneurisma, através da analise dos seguintes elementos:

a. Metaloproteinase - 9 (MMP-9) e Inibidor tecidual da
metaloproteinase — 1 (TIMP-1);

b. Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos alfa
(PPAR a) e gama (PPAR y);

c. Antigenos dos agentes infecciosos Chlamydophila pneumoniae e

Mycoplasma pneumoniae.



3. Materiais e Métodos
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3.1 CASUISTICA

O protocolo deste trabalho foi aprovado pela Comissao Cientifica do
Instituto do Coragédo e pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo (SDC 2589/05/009), sendo
dispensado o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1).

A casuistica do estudo foi composta por 28 fragmentos de aorta,
divididos em dois grupos, pareados por sexo e idade:

- Grupo 1: constituido por 14 fragmentos de aorta abdominal,
apresentando lesbes aterosclerdticas graves, obtidos durante o
procedimento de necropsia realizado no laboratério de Anatomia Patolégica
do Instituto do Coracdo. Para inclusdo na casuistica a principal causa de
morte foi a aterosclerose grave ou suas complicagdes. O grupo constou de
10 individuos do sexo masculino e 4 do sexo feminino, com idade média de
70,3 £7,9 anos.

- Grupo 2: constituido por 14 fragmentos de aneurisma inespecifico
de aorta, produto de correcdo cirurgica realizadas no Instituto do Coracéo
pela equipe do Prof. Dr. Noedir Stolf e no Hospital das Clinicas pela equipe
do Prof. Dr. Erasmo Simao da Silva no periodo de setembro de 2004 a
setembro de 2005. O grupo constou de 10 individuos do sexo masculino e 4
do sexo feminino, com idade média de 67,1 + 8,2 anos.

Os quadros 1 e 2 (anexos) mostram em detalhes os dados dos

pacientes de G1 e G2.
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3.2 METODOS

Para a realizacdo do estudo comparativo entre fragmentos de aorta
com aneurisma e fragmentos de aorta com aterosclerose grave nao
aneurismatico foi necesséria a utilizacdo de material de diferentes origens,
sendo os fragmentos com aneurisma derivados de resseccao cirurgica e 0s
com aterosclerose grave de necropsia. Os procedimentos de necropsia
realizados no Laboratério de Anatomia Patoldégica do Instituto do Coracgao
séo realizados em até 12 horas apds a determinagdo da morte do paciente.
Este tempo entre a morte do paciente e a coleta do material ndo acarreta
alteragbes drasticas no tecido como perda das estruturas normais das
células e autdlise do tecido. A diferenca na origem das amostras utilizadas
ndo implica em alteracdes significantes, que poderiam comprometer a

qualidade deste estudo.

As amostras foram fixadas em formol salina, tamponado a 10%, por
no minimo 12 horas foram seccionadas e processadas rotineiramente em
processador automatico de tecido (Leica, Heidelberg Alemanha) para
posterior inclusdo em parafina. Secgdes consecutivas de 5 um foram
coradas pelo método de rotina hematoxilina / eosina (H/E), hematoxilina
férrica de Verhoeff (fibras elasticas) e Picrossirius (colageno). Cortes
subseqlentes foram submetidos as reac¢des de imuno-histoquimica para a
metaloproteinase — 9 (MMP-9), inibidor tecidual das metaloproteinases — 1

(TIMP-1) receptores ativados por proliferadores de peroxissomo alfa (PPAR
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o) e gama (PPAR v) e pesquisa dos agentes infecciosos Chlamydophila

pneumoniae € Mycoplasma pneumoniae.

3.2.1 Reacao de Imuno-histoquimica

Os cortes com 5um de espessura, colocados em laminas silanizadas,
foram desparafinados em trés banhos de xilol, trés banhos de alcool 100%,
dois banhos de alcool 95%, um banho de alcool 70% e hidratados em agua
corrente. Apds o processo de desparafinacdo, quando necessario, os sitios
antigénicos foram recuperados de acordo com as recomendacbes dos

fabricantes dos anticorpos primarios (ver tabela 1).

Para o bloqueio da peroxidase enddgena os tecidos foram incubados
em 2 banhos de peréxido de hidrogénio a 3% em PBS, por 10 minutos, em
temperatura ambiente. Em seguida, para evitar ligagcdes cruzadas com as
demais proteinas presentes no tecido estudado, os cortes foram tratados
com protein block serum free (DAKO; Carpinteria, CA) por 30 minutos a
37°C. A incubagdo com o anticorpo primario especifico (para diluicao dos
anticorpos, ver tabela 1) foi realizada a 4°C, por no minimo 18 horas. Apos
lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o sistema de detecgéo
mais apropriado (ver tabela abaixo) de acordo com as orientagcdes do
fabricante. Para revelacdo da reacao, utilizou-se o kit DAB liquido (DAKO;
Carpinteria, CA) segundo as orientac6es do fabricante, que produz um
substrato da cor marrom caracterizando a positividade da imunomarcagao. A

contra-coloracdo foi realizada com hematoxilina de Harris. A seguir as
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l[aminas foram montadas com laminula, utilizando-se a resina entellan

(Merck, Alemanha).

3.21.1 Dupla marcacao

Para as reagdes de dupla marcacao, inicialmente foi realizada uma
reacdo de imunoperoxidase para PPAR a e y de acordo com o protocolo
descrito acima, sem contra-coloragcdo com a hematoxilina. Apds revelacao
com o DAB, as laminas foram lavadas em tampao PBS e incubadas com o
anticorpo anti CD68 por 2 horas em estufa 37°C. Para detec¢do do
complexo antigeno-anticorpo utilizou-se estreptoavidina conjugada com
fosfatase alcalina (Amershan, UK) diluida 1:100 por 1 hora a 37°C. A reacao
foi revelada utilizando-se o substrato cromégeno New fuchsin (DAKO;
Carpinteria, CA), contra-corada com hematoxilina Harris e montada com

meio aquoso (Biomeda; Foster City, CA).



Tabela 1: Anticorpos e métodos de recuperacgao utilizados para as reagdes de imunohistoquimica

Anticorpo Clone Recuperacao antigénica Diluicéao Sistema de deteccao?

anti MMP-9 policlonal de coelho Sem recuperagao 1:150 Histostain®

anti TIMP-1' 102D1 Pascal, tampéao Tris/EDTA, pH=9,0 1:600 Histostain 2

anti PPAR® (C-20) 8 policlonal de coelho MO 20 minutos, tampao citrato pH=6,0 1:100 Histostain 2

anti PPARY? E-8 MO 20 minutos, tampao citrato pH=6,0 1:20 Histostain 2

anti Chlamydophila pneumoniae 4 RR402 B-M 95°C, tampao Tris/EDTA, pH=9,0 1:10 Envision *

anti Mycoplasma pneumoniae® M2110181 B-M 95°C, tampé&o Tris/EDTA, pH=9,0 1:100 Envision *
anti CD68* KP1 MO 20 minutos, tampao citrato pH=6,0 1:500 Estreptoavidina6 + FAL

Legenda

1- Neo Markers — Fremont, EUA; 2- Zymed - Sédo Francisco, EUA; 3

- Santa Cruz Biotechnology — Santa Cruz, EUA;

4- Dako Cytomation - Carpinteria, EUA; 5- Fizgerald Industries International, Inc. — Concord, EUA; 6- Amersham — Buckinghamshire, UK.

MO= microondas; BM=banho - maria, FAL=fosfatase alcalina

¥C
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3.2.2 Analise das reacoes

Utilizando-se os cortes histolégicos corados pelo método histoquimico
de Verhoeff, que delimita bem as |aminas elasticas interna e externa da
parede das artérias, as espessuras das trés camadas da aorta foram
determinadas em um, utilizando-se o sistema de andlise de imagens
Quantimet 500 (Leica, Benfheim, Alemanha). Utilizou-se segmentos de reta
perpendiculares a luz do vaso da superficie endotelial até a lamina eléstica
interna, para medir a intima, entre as |laminas elasticas interna e externa
para medir a camada meédia, e entre a lamina elastica externa e a superficie
da camada adventicia para medir esta ultima. As espessuras foram
analisadas em trés regides distintas do corte, adotando-se os valores médios

para as andlises estatisticas.

A inflamagédo presente na camada adventicia foi semiquantificada
pela coloracdo H/E por dois observadores individuais, que em caso de
discordancia, entravam em acordo apds visualizagdo simultdnea das
laminas. Foram utilizados os seguintes escores: 0 (auséncia de células
inflamatérias), 1 (presenca discreta de células inflamatérias), 2 (moderada),
3 (intenso). Para obtencdo de valores representativos de todo o corte, as
reacdes de Picrossirius e a positividade das reacdes de imunoperoxidase
foram quantificadas na objetiva 20X em trés regides distintas, obtidas
tracando-se trés retas perpendiculares ao comprimento do segmento de
aorta em estudo. A quantificacdo foi realizada apenas em campos cheios,
individualizando o tecido adiposo periadventicial (apenas para as reagoes de

imuno-histoquimica), a camada adventicia, a média e a intima, utilizando-se
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o sistema de deteccgéo por cor do analisador de imagens Quantimet 500. Os
valores médios em porcentagem de area (% area) foram utilizados para as

analises estatisticas.

3.2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software
SigmaStat v.2.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Inicialmente, foi feita a analise
descritiva das variaveis para resumir os dados através de um valor minimo,
maximo, média, mediana e desvio padrdao. A normalidade dos dados foi
analisada através dos testes de Kolmogorv-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os
grupos foram comparados em relagdo as demais variaveis por meio dos
testes t-Student ou Man-Whitney de acordo com a sua distribuicdo de
normalidade. Para averiguar as correlagcdes entre as variaveis analisadas
foram aplicados os testes de correlacdo de Pearson ou de Spearman,

adotando-se nivel de significAncia de p<0,05.



4. Resultados
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4.1 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA DAS AORTAS

4.1.1 Fragmentos ateroscleréticos sem aneurisma

A analise dos fragmentos de aorta sem aneurisma apresentou
caracteristicas histol6gicas compativeis com lesdes ateroscleréticas graves.

Na camada adventicia foi observada uma discreta inflamacéo,
localizada preferencialmente nas regides periféricas da camada, e também
na regiao perivascular. O tecido adiposo periadventicial esteve presente em
quase todos os casos, apresentando um pobre infiltrado inflamatério (figura
1A). Os vasos que compdéem 0 vasa vasorum apresentaram-se em sua
maioria com espessamento intimal (figura 2A).

A camada média apresentou-se irregular, com variacbes desde
espessuras normais ou muito diminuidas no mesmo corte histologico (figura
3A), além de variavel quantidade de células inflamatérias.

Espessamento da camada intima esteve presente em todos 0s casos,
caracterizado por fibrose intensa e difusa envolvendo frequentemente
nacleos gordurosos necréticos exibindo imagens negativas de cristal de
colesterol (figura 4A). Outros achados comuns foram: calcificagdo de
intensidade moderada, rotura da placa e presenca de trombos. Os locais
com grande quantidade de gordura apresentaram-se circundados por células

inflamatdrias, por vezes associadas a vasos neoformados.
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4.1.2 Fragmentos ateroscleréticos com aneurisma

Os fragmentos de aorta com aneurisma mostraram intensa distor¢ao
arquitetural da parede vascular.

A camada adventicia esteve espessada evidenciando fibras
coldgenas grossas, caracterizando uma fibrose cicatricial. Observou-se
intenso infiltrado inflamatério, geralmente concentrado nas extremidades da
camada, onde ha contato com o tecido adiposo periadventicial e a regido de
transicdo para a camada média. O tecido adiposo periadventicial tinha
grande infiltracao por células inflamatérias (figura 1B), que estavam também
concentradas na regiao perivascular do vasa vasorum que com freqiéncia
mostrava-se congesto (figura 2B). Além disso, foi possivel verificar
neoformagéo vascular, ndo apenas na camada adventicia como também na
camada média (figura 5).

A camada média apresentou-se invariavelmente afilada, com perda
de células musculares lisas e destruicao das fibras elasticas, notando-se em
alguns casos zonas de auséncia completa desta tunica (figura 3B).

Espessamento intimal foi observado em todos os casos, com
presenca ou nao de placas gordurosas e imagem negativa dos cristais de
colesterol. Além disso, foram encontradas calcificacao e células inflamatérias
na periferia da lesdo, em intensidade variavel, e fibrose moderada.
Ulceragdo foi frequentemente observada e trombos encontrados, em

freqUéncia e extensao varidveis (figura 4B).
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Figura 1 - Aspecto histolégico do tecido adiposo periadventicial em G1 (1A) e G2
(1B), apresentando intensa inflamacdo em meio as células adiposas (setas).
Coloracéo de Verhoeff, aumento original 20x.
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Figura 2 — Aspecto histolégico da adventicia. 2A: G1 exibindo poucas célula
inflamatorias, espessamento intimal do vasa vasorum. 2B: G2 exibindo intenso
infiltrado inflamatério, principalmente na regido do vasa vasorum. Observar
espessamento da adventicia de G2 em relacdo a G1. Coloracdo de Verhoeff,
aumento original 10x.
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Figura 3 — Visdo panoramica da histologia dos fragmentos de aorta em 3A
fragmento aterosclerético e 3B fragmento aneurismatico, com énfase ao afilamento
da média. Coloragéo de Verhoeff, aumento original 5x.
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Figura 4 - Aspecto hlstologlco da camada intima. 4A G1 eX|b|ndo placa com
grande nucleo lipidico e capa de fibrose. 4B: G2 com placas sem capa de
fibrose trombos na superficie. Coloracao de Verhoeff, aumento original de 5x
emAe 10 xem B.

Flgura 5- Detalhe hlstologlco d camada
média em fragmento de G2, enfatizando a
neoformacdo vascular. Aumento original
20x.
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4.2 ANALISE DAS MEDIDAS DE ESPESSURAS DAS CAMADAS DA

PAREDE VASCULAR

As espessuras obtidas de cada camada da parede vascular estdo

representadas no grafico da figura 6 e demonstradas na tabela 2.

Espessura das camadas em G1 e G2
1500
€ 1000 O Gt
8 EG2
5 500 |
0 ‘ ‘
ADV MED INT

Figura 6 — Andlise das espessuras, das camadas adventicia

(ADV), média (MED) e intima (INT) em G1 e G2

Os valores médios (tabela 2) da espessura da camada adventicia nos
fragmentos com aneurisma estiveram maiores em relagdo aos com
aterosclerose (p=0,02), no entanto ndo houve diferenca na espessura da
camada média (p=0,46). A camada intima apresentou-se muito mais
espessada no grupo com aterosclerose (p<0,001), que no grupo com

aneurisma.
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TABELA 2 — Média e desvio padrdao da espessura em um da adventicia,
média e intima em G1 e G2

Camadas G1 G2 P
ADV 573,66 + 154,67 843,61 + 393,94 0,021
MED 474,11 + 201,36 460,27 + 356,78 0,46'

INT 1496,99 + 522 54 844,90 + 453,96 0,007

TADV — camada adventicia; MED — camada média; INT — camada intima
teste t

4.3 ANALISE DA QUANTIDADE DE COLAGENO NA PAREDE

VASCULAR

A andlise histolégica dos fragmentos de aorta revelou diferengas
importantes entre o0s dois grupos estudados. A camada adventicia
apresentou-se espessada com aumento da fibrose no grupo com aneurisma.
Para confirmacado deste achado foi realizada a quantificacdo do colageno
através da coloracao histoquimica Picrossirius (figura 7). Os dados obtidos
em porcentagem (%) de area estdo demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Média e desvio padrdo da quantidade de colageno (% area) na
parede vascular em G1 e G2

camadas G1 G2 p
ADV 10,86 + 5,48 25,56 + 10,49 <0,001"
MED 13,14+ 9,10 10,98 + 5,34 0,507
INT 27,13 +9,05 28,29 + 13,72 0,807

T teste t
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A quantidade de colageno da camada adventicia dos fragmentos com
aneurisma estd aumentada em relacdo aos fragmentos com aterosclerose,
apresentando uma diferenga altamente significante (p<0,001). Por outro

lado, as camadas média e intima ndo apresentaram diferengas entre os dois

grupos (p=0,50 e p=0,80, respectivamente).

= S Al s s S e GG
Figura 7 — Aspecto histolégico da camada adventicia. Observar diferenca
no padrao das fibras de colageno em A (Gl) e em B (Gll). Coloragao
Picrossirius, aumento original 20x.

4.4 ANALISE DOS DADOS SEMIQUANTITATIVOS DA INFLAMAGCAO

NA ADVENTICIA

A inflamagdo presente na camada adventicia dos fragmentos com
aterosclerose foi considerada de leve a moderada, enquanto que nos
fragmentos com aneurisma mostrou-se intensa em quase todos os casos
(ver figura 2B). A analise estatistica apresentou diferenga significante entre

os dois grupos (p=0,02) (figura 8).
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Figura 8 - Semiquantificagédo da inflamag&o na camada adventicia
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A semiquantificagdo da inflamagéo revelou grande numero de células

inflamatérias infiltradas no tecido adiposo periadventicial. Frente a esses

achados incluimos esse tecido de forma individual na avaliacao quantitativa.

4.5 ANALISE DAS AVALIACOES QUANTITATIVAS DE ANTIGENOS

NAS DIFERENTES CAMADAS DA PAREDE VASCULAR

4.5.1 MMP-9 e TIMP-1

Os valores médios em % de area obtidos através da quantificacdo das

reacgdes de imuno-histoquimica para MMP-9 (figura 9) e para TIMP-1 (figura

10) nas diferentes regides da parede vascular estdo apresentados nas

tabelas 4 e 5.

A expressao da MMP-9 no tecido adiposo periadventicial (TAP) e na

camada adventicia foi maior no grupo com aneurisma, entretanto diferenca

significativa foi observada somente no tecido adiposo (p=0,04). Por outro
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lado, na camada média e na intima houve positividade importante, porem

sem diferenga estatistica entre os dois grupos.

Tabela 4 - Expressao de MMP-9 na parede vascular e comparacao entre G1

e G2
MMP-9 TAP ADV MED INT
G1 0,74 £ 0,84 1,17+1,6 1,66 + 3,80 4,16 £ 5,42
G2 1,70 +1,23 2,10 £1,87 0,43 £ 0,51 2,91 £1,91
p p=0,04" p=0,15* p=0,83* p=0,43"
TAP- tecido adiposo periadventicial
T teste t

* Mann Whitney
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Figura 9 - Imuno-histoquimica apresentando células p
A tecido adiposo periadventicial de G1; B tecido adiposo periadventicial de

G2; C adventicia de G1; D adventicia de G2. Aumento original 40x .
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O inibidor tecidual da MMP-9 (TIMP-1) esteve mais expresso no grupo
com aneurisma em todas as camadas da parede vascular, apresentado
diferenca estatistica no tecido adiposo (p=0,03) e na camada adventicia

(p=0,04).

Tabela 5 - Expressao de TIMP-1 na parede vascular e comparacao entre G1

e G2
TIMP-1 TAP ADV MED INT
G1 026+0,34 04+044 0,05+0,07 1,25+1,67
G2 1,79+2,60 2,18+289 005+0,06 2,36+3,28
p 0,03* 0,04* 0,10* 0,337
T teste t

* Mann Whitney
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Figura 10 - Imuno-histoquimica apresentando células positivas para TIMP-1.
A tecido adiposo periadventicial de G1; B tecido adiposo periadventicial de
G2; C adventicia de G1; D adventicia de G2. Aumento original 40x .

4.5.2 PPARs

Os valores médios em % de area obtidos através da quantificacdo das
reagdes de imuno-histoquimica para PPAR a (figura 11) e para PPAR vy
(figuras 12) nas diferentes regides da parede vascular estdo apresentados
nas tabelas 6 e 7. PPAR a esteve expresso em todas as camadas da parede
vascular. A imunopositividade foi observada em raros nucleos e
principalmente no citoplasma das células inflamatdrias presentes na
adventicia, células endoteliais, e células musculares lisas. A expressdo do

PPAR o foi maior no tecido adiposo (p<0,001) e na camada adventicia
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(p<0,001) dos fragmentos de aorta com aneurisma. Por outro lado, nas
camadas média e intima sua expressao foi maior nos fragmentos com

aterosclerose, mas sem diferenga significante.

Tabela 6 - Expressdo de PPAR o na parede vascular e comparagao entre

GleG2
PPAR o TAP ADV MED INT
G1 0,59 + 0,39 0,91+058 563+4,14 278+1,85
G2 2,00£1,05 341+206 358+387 2,11+1,68
p p<0,001* p<0,001* p=0,20" p=0,32"
T teste t

* Mann Whitney
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Figura 11: Imuno-histoquimica apresentando células positivas para PPAR a.
A tecido adiposo periadventicial de G1; B tecido adiposo periadventicial de

G2; C adventicia de G1; D adventicia de G2. Aumento original, 40x

A expressado de PPAR v foi observada nas trés camadas da parede
vascular com imunomarcacao positiva principalmente no citoplasma das
células inflamatérias, células endoteliais e células musculares lisas. A
expressao do PPAR y no grupo com aneurisma foi maior em praticamente
todas as camadas, entretanto em nenhuma delas houve diferenca estatistica

significante.
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Tabela 7 - Expressdo de PPAR y na parede vascular e comparacao entre

Gl1eG2
PPAR y TAP ADV MED INT
G1 0,57+0,61 0,42+052 0,24+026 1,48+1,92
G2 0,75+0,99 1,47+301 050+0,75 0,49 +0,49
p p=0,80% p=0,76% p=1,00% p=0,22%

¥ Mann Whitney

Figura 12 - Imuno-histoquimica apresentando células positivas para PPAR .
A tecido adiposo periadventicial de G1; B tecido adiposo periadventicial de
G2; C adventicia de G1; D adventicia de G2. Aumento original, 40x.
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4.4.2.1 Dupla marcacao para PPARs e macrofagos
As reagdes de dupla marcacao foram realizadas em apenas trés
casos do grupo com aneurisma para verificar a expressdao dos PPARs nas

células CD68 (macréfagos).

A dupla imunomarcagdo para PPAR o (figura 13A) mostrou um
grande numero de células com citoplasma duplamente positivo. Outros tipos
celulares, como células musculares lisas e células endoteliais estiveram
positivas para PPAR «o. Raros macrofagos apresentaram marcagao

exclusiva para CD68.

Por outro lado, a dupla marcacdo para PPAR 7y (figura 13B) e
macrofagos apresentou um namero menor de células duplamente marcada
comparativamente a dupla marcagdo para o PPAR a. Assim como nas
reagdes individuais, o PPAR vy esteve positivo em células inflamatérias,
células endoteliais e células musculares lisas. Entretanto, foi observado um

grande numero de macréfagos imunomarcados somente para CD68.

R L

Figura 13 — Dupla imunomarcacao para CD68 e PPAR o (A) e PPAR vy (B).
Observar presenca de células duplamente marcadas e marcadas
individualmente. Aumento original, 40x.
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4.5.3 Agentes infecciosos: Chlamydophila pneumoniae e

Mycoplasma pneumoniae

Os valores médios em % de area obtidos através da quantificacdo das
reagbes de imuno-histoquimica para Chlamydophila pneumoniae (figura 14)
e para Mycoplasma pneumoniae (figura 15) nas diferentes regides da parede
vascular estdo apresentados nas tabelas 8 e 9.

Antigenos de Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae
estiveram presentes em todas as camadas da parede vascular de ambos os
grupos. Antigenos da Chlamydophila pneumoniae estiveram aumentados de
forma significante no tecido adiposo periadventicial (p=0,02) e na camada

adventicia (p=0,002) do grupo 2 comparado ao 1.

Tabela 8 - Média dos valores de % de area ocupada por Chlamydophila
pneumoniae na parede vascular em G1 e G2 e comparagéao
entre 0s grupos

CP TAP ADV MED INT
G1 0,72 +£0,98 0,54 £ 0,52 0,55+0,70 1,98 +1,55
G2 1,80+ 1,53 2,63 £3,70 0,39 £ 0,52 3,10 £ 2,27
p p=0,02* p=0,002* p=0,96" p=0,14"
CP - Chlamydophila pneumoniae
T teste t

* Mann Whitney
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Figura 14 - Imuno-histoquimica apresentando células positivas para
Chlamydophila pneumoniae. A tecido adiposo periadventicial de G1; B
tecido adiposo periadventicial de G2; C adventicia de G1; D adventicia de
G2. Aumento original, 40x.

Antigenos do Mycoplasma pneumoniae mostraram-se em quantidade
significativamente maior nos fragmentos com aneurismas, principalmente no
tecido adiposo periadventicial (p<0,001), mas também na camada adventicia

(p=0,02) e na camada intima (p=0,05).
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Tabela 9 - Média dos valores de % de area ocupada por Mycoplasma
pneumoniae na parede vascular em G1 e G2 e comparacao

entre 0s grupos

MP TAP ADV MED INT
G1 1,26+0,65 2,13+1,49 142+154 3,26+2,18
G2 5,75+4,62 6,41+526 1,42+126 595+447

p p<0,001* p=0,02* p=0,99" p=0,05"

MP - Mycoplasma pneumoniae
T teste t
* Mann Whitney

Figura 15 - Imuno-histoquimica apresentando células positivas para
Mycoplasma pneumoniae. A tecido adiposo periadventicial de G1; B tecido
adiposo periadventicial de G2; C adventicia de G1; D adventicia de G2.
Aumento original, 40x.
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4.6 CORRELACOES ENTRE COLAGENO, MMP-9, PPARS E
AGENTES INFECCIOSOS

Os testes de correlagbes foram realizados apenas com os valores
obtidos no tecido adiposo periadventicial e na camada adventicia por serem
as regides da parede vascular que apresentaram diferencas significantes

entre G1 e G2.

4.6.1 Correlacoes significantes no Tecido Adiposo
Periadventicial
Houve correlacao negativa entre diametro do aneurisma e quantidade
de MMP-9 (r=-0,70; p=0,02) no grupo 2. Além disso, a MMP-9 esteve
correlacionada com a Chlamydophila pneumoniae nos fragmentos com
aterosclerose (r=0,74; p=0,01) e nos com aneurisma (r=0,72; p=0,01). O
TIMP-1 apresentou correlacdo positiva com PPAR y nos fragmentos com
aterosclerose (r=0,94; p=0,02), mas correlagdo negativa nos fragmentos com
aneurisma (r=-0,82; p=0,01). Correlagdo negativa também foi observada

entre o TIMP-1 e o Mycoplasma pneumoniae (r=-0,89; p=0,03).

PPAR a e y estiveram correlacionados somente no grupo da
aterosclerose (r=0,73; p=0,02), assim como os agentes infecciosos (r=0,56;
p=0,05). Chlamydophila pneumoniae correlacionou-se com PPAR y nos dois
grupos estudados (r=0,83; p=0,00 em G1 e r=0,56; p=0,05 em G2), mas o
Mycoplasma pneumoniae correlacionou-se com PPAR a apenas nos

aneurismas (r=0,61; p=0,04).
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As correlagdes significantes obtidas no tecido adiposo periadventicial

(TAP) estdo demonstradas na tabela 10.

TABELA 10 - Correlacbes entre MMP-9, TIMP-1, PPAR o, PPAR v, CP e
MP presente no tecido adiposo periadventicial

Correlacoes em TAP G1 G2

r p r o]
MMP-9 x diametro - - -0,70 0,021
MMP-9 x CP 0,74 0,01* 0,72 0,017
TIMP-1 x PPAR y 0,94 0,02* -0,82 0,01*
TIMP-1 x MP 0,33 0,36* -0,89 0,03*
PPAR a x PPAR y 0,73 0,027 0,23 0,46%
CP x MP 0,56 0,05* 0,21 0,507
CP x PPAR Yy 0,83 0,007 0,56 0,05*
MP x PPAR a 0,26 0,421 0,61 0,047
r= Coeficiente de correlacao Spearman/Pearson
ol

4.6.2 Correlacoes significantes na Adventicia

A quantidade de colageno presente na camada adventicia dos
fragmentos com aterosclerose se correlacionou com quantidade de TIMP-1
(r=0,85; p=0,00), PPARs a (r=0,61; p=0,03) e y (r=0,67; p=0,03), e de
Chlamydophila pneumoniae (r=0,64, p=0,02).

A MMP-9 (r=0,66; p=0,01 em G1 e r=0,58; p=0,03 em G2) e TIMP-1
(r=0,74; p=0,01 em G1 e r=0,56 e p=0,05 em G2) na camada adventicia

correlacionaram-se com PPAR a nos dois grupos estudados. Além disso, o
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TIMP-1 também se correlacionou com PPAR vy (r=0,82; p=0,00) e
Chlamydophila pneumoniae (r=0,72; p=0,01) apenas no grupo com
aterosclerose.

Assim como observado no tecido adiposo periadventicial, a
Chlamydophila pneumoniae esteve correlacionada em ambos 0s grupos com
PPAR vy (r=0,71; p=0,01 em G1 e r=0,60, p=0,02 em G2), mas correlacionou-
se com Mycoplasma pneumoniae apenas no grupo com aneurisma (r=0,54;
p=0,05). Também no grupo com aneurisma o PPAR vy correlacionou-se com
o Mycoplasma pneumoniae (r=0,58; p=0,03).

As correlagdes significantes obtidas na camada adventicia estdo

demonstradas na tabela 11.
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TABELA 11 - Correlagdes entre colageno, MMP-9, TIMP-1, PPAR o, PPAR
v, CP e MP presente na camada adventicia

Correlacoes na ADV G1 G2
r p r o]

Colageno x TIMP-1 0,85 0,00* -0,14 0,65%
Colageno x PPAR a 0,61 0,037 0,14 0,671
Colageno x PPAR y 0,67 0,03* 0,41 0,18*
Colageno x CP 0,64 0,02* -0,10 0,841
MMP-9 x PPAR a 0,66 0,01* 0,58 0,03"
TIMP-1 x PPAR a 0,74 0,01* 0,56 0,05*
TIMP-1 x PPAR y 0,82 0,007 0,30 0,33*
CP x TIMP-1 0,72 0,01* 0,33 0,28*
CP x PPARy 0,71 0,01* 0,60 0,02*
CP x MP 0,22 0,43* 0,54 0,05"
MP x PPAR y -0,09 0,78* 0,58 0,03*
g:égiiginente de correlagcao Spearman/Pearson

* Spearman



5. Discussao
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Aneurismas de aorta abdominal estdo associados a idade avancgada,
sexo masculino, predisposicdo genética, hipertensdo, tabagismo e
aterosclerose. Entretanto, o relacionamento especifico com os diversos
fatores de risco e desenvolvimento dos aneurismas ndo esta ainda
completamente compreendido. Conhecimentos sobre os fatores bioldgicos e
0s mecanismos envolvidos na sua formacdo e desenvolvimento sao
necessarios para aprimorar a abordagem desta doenca (Wassef, 2007).

O presente estudo teve por finalidade comparar lesdes
ateroscleroticas com lesbes aneurismaticas em fragmentos de aorta,
correlacionando metaloproteinase 9, PPARs e agentes infecciosos como

possiveis moduladores na formagao de aneurismas.

51 ALTERAGCOES ESTRUTURAIS DA PAREDE VASCULAR

A andlise histolégica dos fragmentos de aorta com aterosclerose
(G1) e com aneurisma (G2) demonstrou diferengas entre 0os dois grupos em
relagdo ao comportamento das camadas intima e adventicia. Na camada
intima do grupo com aneurismas as placas apresentaram-se freqlentemente
ulceradas e com presenca variavel de trombos, além da espessura da intima
estar diminuida quando comparada com a aterosclerose. Ulceracao da placa
parece ser um processo continuo, onde a repeticdo do processo de
ulceracdo e progressdao da placa levaria ao afilamento da média e
consequentemente a uma dilatagdo da parede vascular com formacao de

aneurismas (Zarins, 2001). O afilamento da camada média é uma alteragédo
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caracteristica nos aneurismas (Aziz, 2007), mas nao € exclusivo, sendo
encontrado também no processo aterosclerético (van der Wal, 1993).
Comparando-se as duas lesbes parece que a camada média dos
aneurismas encontra-se mais afilada do que na aterosclerose (Pires, 2007),
mas no presente estudo ndo foi observado diferencas entre a camada média

dos dois grupos estudados.

A camada adventicia das aortas com aneurisma foi a por¢cao do vaso
que mais chamou a atencdo dos observadores, apresentando diferencas
histolégicas significativas em relagdo as ateroscleréticas. Além da intensa
inflamacéo presente nesta camada, o grupo com aneurisma apresentou um
padrao diferente de colageno. A quantificagdo do colageno existente nas trés
porgcbes da parede vascular revelou diferenca estatistica apenas na camada
adventicia, onde a intensa fibrose presente nesta camada poderia estar
associada ao espessamento da camada adventicia como uma resposta
compensatéria ao aumento do diametro vascular (Freestone, 1995).
Segundo Mikami e Kyogoku (1994) em lesbGes aneurismaticas ocorre uma
substituicdo da camada adventicia e da média por fibrose. Acredita-se que
esta fibrose seja uma resposta do vaso ao estresse mecanico, onde a
adventicia seria responsavel por um remodelamento constritivo do segmento
arterial (Michel, 2007), capaz de manter a estabilidade da aorta na auséncia

da elastina (Halloran, 1995).
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5.2 METALOPROTEINASE - 9 E |INIBIDOR TECIDUAL DA

METALOPROTEINASE - 1

Diversos estudos tém demonstrado que o processo de formacéo do
aneurisma nao € resultado de uma dilatacdo passiva, mas um processo
complexo de remodelamento envolvendo sintese e degradacdo da matriz
extracelular, onde o0s principais agentes envolvidos sao as
metaloproteinases (MMPs) (Ghorpade, 1996). MMPs sao enzimas
participantes em diversos processos fisiopatolégicos, incluindo inflamacao e
remodelamento vascular, sendo capazes de degradar diversos componentes
da matriz extracelular em situacdes patolégicas ou nao (Galis, 1994). Um
dos principais aspectos histopatolégicos dos aneurismas de aorta € o
remodelamento destrutivo da parede vascular, principalmente da camada
média. Estudos recentes tém focado no papel de varias MMPs como
mediadores enzimaticos do aneurisma, com especial énfase na MMP-2 e -9
(Eagleton, 2006), sendo esta Ultima a mais estudada na patogenia dos
aneurismas. Em tecidos adrticos normais esta protease ndo é encontrada
em niveis significativos. Produzida principalmente por macréfagos, possui
uma ampla capacidade de degradacao de colageno e elastina (Thompson,
1995).

A presenca de MMP-9 foi observada em ambos os grupos estudados,
entretanto, ao contrario do que foi descrito por McMillan et al (1997), de que
os niveis de MMP-9 apresentam-se elevados em aneurismas de tamanho

superior a 5,5 cm, neste estudo foi observada uma correlacao negativa entre
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a expressdo da MMP-9 e o didmetro do aneurisma, além da sua expressao
ser semelhante nos fragmentos ateroscleréticos e aneurismaticos, havendo
diferenca estatistica apenas no tecido adiposo periadventicial. Niveis
elevados de MMP-9 na aterosclerose foram descritos na literatura por Galis
e cols. (2002), que demonstraram a MMP-9 em fragmentos de carotidas
atuando no remodelamento vascular e desestabilizacdo da placa.

A MMP-9 ¢é a principal responsavel pela degradacao da elastina, um
dos componentes mais abundantes na camada média (Palombo, 1999). No
presente estudo observou-se que nao ha diferencas na expressao de MMP-
9 e na espessura da média entre 0 grupo com aneurisma € 0 grupo com
aterosclerose. Esse achado discorda dos dados de Patel et al (1996), que
mostraram uma maior expressao da MMP-9 nas células musculares lisas
obtidas de fragmentos com aneurisma quando comparados com as dos
fragmentos com aterosclererose.

Nishimura e colaboradores (2003), sugeriram um importante papel da
MMP-9 no desenvolvimento dos aneurismas e demonstraram que sua
interacdo com o TIMP-1 € de fundamental importancia na sua patogenia. No
presente trabalho a expressao do TIMP-1 esteve aumentada nos fragmentos
de aorta com aneurisma, apresentando diferenca significativa no tecido
adiposo periadventicial e na camada adventicia. Os resultados obtidos da
expressao do TIMP-1 sdo semelhantes aos de Yamashita et al (2001) que
comparando a expressao de MMP-9 e TIMP-1 em aortas com aneurisma e
com aterosclerose oclusiva encontraram uma maior expressdo das duas

proteinas nas aortas aneurismaticas.
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5.3 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE

PEROXISSOMOS

Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) sédo
fatores de transcricdo e tém sido descritos como reguladores de diversos
processos metabdlicos, incluindo inflamagdo, metabolismo de lipides e
aterosclerose (Marx, 2004). Até a presente data foram identificadas trés
isoformas, das quais o e y parecem exercer efeitos anti-inflamatérios e
vasculoprotetores (Tavares, 2007).

O presente trabalho mostrou presenca de PPARs o e y em
fragmentos de aorta humana com aterosclerose, com e sem aneurisma. De
acordo com a revisao de Touyz e Schiffrin (2006) a imunomarcacao para 0s
PPARs foi observada nas células endoteliais, células musculares lisas,
linfécitos e principalmente em macrofagos. PPAR a, mas néo v, esteve
aumentado nos fragmentos com aneurisma. Provavelmente isso se deve a
uma diferenca no padrao de expressao das duas isoformas nos macréfagos.
Enquanto PPAR o estda expresso em niveis elevados nos macrofagos
(Castrillo, 2004), PPAR vy parece se expressar em menor quantidade
(Balakumar, 2007), assim como observado nas reacoes de dupla marcacao.

PPARs sao receptores nucleares, entretanto, diferentemente do que
foi descrito por Revelo et al (2005), no presente trabalho foi observada uma
intensa marcacao citoplasmatica. Entretanto, a presenca citoplasmatica dos
PPARs foi descrita por outros autores. Padilla e colaboradores (2002)

observaram imunopositividade para PPAR y no nucleo e no citoplasma de
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linfécitos B normais e alterados e lIsaac et al (2006) demonstraram a
presenga das trés isoformas de PPARs em astrocitomas e neuroblastomas.
Nijsten et al (2005) encontraram marcacdo apenas citoplasmatica em
carcinoma de células escamosas. Apesar da expressao citoplasmatica dos
PPARs ter sido observada, sua real funcdo no citoplasma ainda é
desconhecida, e trés hipoteses foram formuladas. Segundo Padilla e Isaac
PPARs sao sintetizados no citoplasma e ao se ligarem com seus agonistas
sdo transportados para o nucleo, onde atuardo como reguladores da
expressao génica, em um processo similar ao que ocorre com NF-kB. Por
outro lado, Theocharis e colaboradores (2002) acreditam que um possivel
defeito no processo de fosforilacdo acarreta em bloqueio desta proteina no
citoplasma. Ja Spinelli et al (2008) sugerem que os PPARs localizados no
citoplasma tenham fung¢des diferentes das de fator transcricional, sendo o
assunto ainda n&o esclarecido.

A presenca dos PPARs em aneurismas ainda é pouco descrita, mas
tem sido sugerido que o PPAR y tenha um importante papel na formacao
dos aneurismas (Soumian, 2005). Futuras investigacoes sobre o papel do

PPAR nos aneurismas sao necessarias.
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5.4 AGENTES INFECCIOSOS

A inflamacdo cronica da parede vascular € considerada fator
determinante na injuria e progressdo das lesGes ateroscleréticas e
aneurismaticas. Entretanto, o estimulo que inicia e sustenta este processo
inflamatério ndo estd completamente elucidado (Choi, 2002). Agentes
infecciosos tém sido diretamente implicados como o0s principais
estimuladores desta inflamacédo, sendo a Chlamydophila pneumoniae o
agente mais estudado.

Estudos sobre fatores de risco para aneurismas demonstraram que
sua formagéo esté relacionada ao sexo e idade (Alexander, 2004). Grayston
(2000) demonstrou que a prevaléncia da infeccdo por Chlamydophila
pneumoniae aumenta com a idade, onde cerca de 80% dos homens acima
de 65 anos possuem anticorpos contra clamidia. Corroborando com isso,
diversos autores demonstraram a presenca deste patégeno na parede
vascular (Lindholt, 2006; Madjid, 2007). Assim como descrito por Karlsson et
al (2000), a Chlamydophila pneumoniae esteve positiva nas areas contendo
invasao de células inflamatérias, principalmente em macroéfagos e linfécitos.
Entretanto, diferentemente destes autores que encontraram positividade em
80% dos casos, no presente trabalho, antigenos da Chlamydophila
pneumoniae foram observados em todos os casos. Este achado esta de
acordo com estudos realizados em artérias coronarias ateroscleroticas, nos

quais também foi encontrada positividade para antigenos da Chlamydophila
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pneumoniae em 100 % dos segmentos coronarianos analisados (Higuchi,
2006; Sambiase, 2006).

Além da presenca da Chlamydophila pneumoniae, foi observado,
também, que todos os fragmentos tinham alguma é&rea positiva para o
Mycoplasma pneumoniae. Estes achados estdo em acordo com achados
prévios de Gois e colaboradores (2006) que mostraram uma co-infec¢ao por
estas duas bactérias em 100% de lesdes ateroscleroticas iniciais de aorta,
sugerindo possivel participacdo destes agentes no desenvolvimento do
processo aterogénico. A presenca de DNA de Chlamydophila pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae também foi demonstrada por Reszka et al (2008)
em fragmentos de aorta macroscopicamente normais. Os autores no entanto
ndo realizaram pesquisa quantitativa. Estudos prévios realizados em nosso
laboratério também mostraram positividade para estes agentes em
segmentos ndo ateroscleréticos, porém em niveis muito menores em relacao
aos segmentos comprometidos. Além disso, outros autores reforcam os
achados sobre a presenca de co-infecdo em lesdes aterosclerdticas:
Momiyama et al (2004) e Goyal (2007) que mostraram niveis sorolégicos de
anticorpos contra ambos 0s agentes em pacientes com infarto agudo do
miocardio.

Apesar da Chlamydophila pneumoniae e do Mycoplasma pneumoniae
apresentarem positividade nos dois grupos estudados, ambos patégenos
estiveram em maior quantidade nos fragmentos com aneurisma. Higuchi e
colaboradores (2003) descreveram uma relacao simbidtica entre estes dois

agentes, onde o micoplasma presente em grande quantidade na intima
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poderia ser responsavel pelo acumulo de lipides no espaco subendotelial,
ativando a resposta endotelial e provocando disfuncdo do sistema imune,
facilitando assim a proliferacao da clamidia e aumento da inflamacgéo. Este
aumento dos agentes infecciosos nos aneurismas poderia estar relacionado

ao agravamento da lesdo aterosclerotica, com evolugéo para o aneurisma.

5.5 INTERACOES ENTRE COLAGENO, MMP-9, TIMP-1, PPARS E

AGENTES INFECCIOSOS

O aumento da fibrose na camada adventicia dos aneurismas tem sido
observado por diversos pesquisadores (Rose, 1981; Leu, 1990; Rijbroek,
1994). No presente trabalho observou-se o aumento do coldgeno da camada
adventicia nos fragmentos com aneurisma, no entanto, este colageno
aumentado nao apresentou correlagdes significativas com as demais
variaveis estudadas. Por outro lado, nos fragmentos com aterosclerose este
esteve correlacionado com o TIMP-1, PPARs e Chlamydophila pneumoniae.

Sabe-se que a homeostase normal da matriz extracelular é regulada
pela interagdo entre as metaloproteinases e os seus inibidores naturais, os
TIMPs (Elmore, 1998). Como o aumento na expressao dos TIMPs inibe a
atividade das metaloproteinases, em consequéncia disso, ocorreria um
aumento na producdo de colageno, justificando assim, a presenca da
correlagdo positiva entre as duas variaveis encontradas nos casos com
aterosclerose. Entretanto, nos fragmentos com aneurisma, ndo houve

correlagédo entre TIMPs e area de colageno.
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Evidéncias recentes tém demonstrado que os PPARs possuem um
papel importante na regulacdo do processo de fibrogénese (Wynn, 2008).
Lakatos (2007), experimentalmente, demonstrou acgao inibitéria dos
agonistas de PPARs na proliferacdo de fibroblastos na resposta fibrética no
pulméo. De acordo com esse achado, no presente estudo, foi observada
uma correlagao positiva entre o colageno e os PPARs nos fragmentos com
aterosclerose. Da mesma forma, neste mesmo grupo foi observada uma
correlagé@o positiva entre os PPARs a e y e o TIMP-1. Estes achados estao
de acordo com os de Klimcakova (2007), onde os agonistas de PPAR
parecem aumentar a expressao de TIMP-1. As correlagdes entre colageno,
TIMP-1 e PPARs nos fragmentos com aterosclerose, sugerem haver uma
intima associagao entre estas variaveis.

Diferentemente, nos fragmentos com aneurisma, nao foi observada
correlacdo entre TIMP-1, colageno e PPARs. Houve somente correlacao
entre PPAR a e TIMP-1, enquanto que o PPAR y apresentou uma
correlagéo negativa com TIMP-1 e com quantidade de colageno. Além disso,
nos fragmentos com aneurisma néo foi observado correlagéo entre as duas
isoformas de PPAR, correlacdo esta observada nos fragmentos com
aterosclerose. Estes dados sugerem que o desenvolvimento dos aneurismas
pode estar associado a perda da resposta interativa entre estas variaveis.

Os agentes infecciosos podem induzir ativacdo imunoldgica,
provocando um dano na ceélula endotelial mediando, assim, um processo
proteolitico na parede do aneurisma (Mussa, 2006). Clamidia e MMP-9

estiveram fortemente correlacionados em ambos os grupos estudados. De
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acordo com os achados de Vehmaan-Kreula e colaboradores (2001) a
Chlamydophila pneumoniae €é capaz de aumentar a capacidade de
expressdao de MMP-9 em macréfagos humanos. Provavelmente, esta
interacao seja um reflexo da capacidade da clamidia induzir a secrecao de
niveis elevados das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1f, IL-6, MCP-1 e
IL-12 (Netea, 2000), que estimulam a produgédo da MMP-9 (Shimizu, 2005).
Diferentemente dos achados de Petersen et al (2002), que sugeriram nao
haver participacdo dessa bactéria em aneurisma de aorta, os dados
observados neste trabalho indicam uma importante contribuicdo destes
agentes na patogénese do aneurisma.

Huang e colaboradores (2005), estudando aterosclerose
experimental, demonstraram que camundongos infectados com
Chlamydophila pneumoniae tém uma maior expressdo de PPAR vy. Esta
correlagdo foi observada no presente trabalho, tanto no grupo com
aterosclerose, como no grupo com aneurisma. Chlamydophila pneumoniae
libera para o espaco extracelular antigenos como lipopolissacarideos (LPS)
e heat shock protein (HSP60) (Mahony, 2001). Aparentemente LPS pode
aumentar a expressdao de PPARs (Hunter, 2008), assim como a HSP
(Latruffe, 1997)

Enquanto a Chlamydophila pneumoniae esteve correlacionada ao
PPAR vy nos dois grupos, o Mycoplasma pneumoniae correlacionou-se com
PPAR o e com PPAR vy apenas no grupo com aneurisma. PPAR o é ativado
por uma grande variedade de acidos graxos saturados e insaturados,

incluindo o acido palmitico, &cido linoleico e acido aracdoénico (Berger, 2002).
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Recentemente foram identificadas fragbes de lipoproteinas da membrana
celular dos micoplasmas que sao fortes ativadores de macréfagos, com
atividade semelhante das LPS nas bactérias gram-negativas (Muhlradt,
2002). No Mycoplasma fermentans esta molécula foi denominada
macrophage — activating lipopeptide — 2 (MALP-2), entretanto ainda nao foi
descrita a presenca desta proteina no Mycoplasma pneumoniae. Por outro
lado, estudos realizados por Shimizu et al (2005) analisando proteinas de
membrana associadas a lipideos (LAMPs) do Mycoplasma pneumoniae,
identificou uma proteina de 21-kDa que tem na sua constituicdo duas
moléculas de acido palmitico associados a cisteina na por¢édo N-terminal que
seria responsavel pela indugcdo da resposta imune ao Mycoplasma
pneumoniae. A presenca do acido palmitico nas lipoproteinas de membrana
do micoplasma poderia estar associado a ativacdo do PPAR a justificando,
assim, a presenca de correlacao positiva entre eles.

A atividade anti-inflamatéria dos PPARs parece estar refletida também
na expressao das MMPs. Estudos recentes tém demonstrado que a MMP-9
pode ser inibida através da agao anti-inflamatéria dos PPARs exercida sobre
macroéfagos (Zhang, 2007). Plutzky e colaboradores (1998) demonstraram
que a expressao da MMP-9 esta inibida apenas por PPAR y. Por outro lado,
os trabalhos de revisdao de Duval et al (2002) e Libby et al (2007) descrevem
a acao inibitéria dos agonistas de PPAR o sobre a MMP-9. Os dados
observados neste estudo mostraram que a MMP-9 se correlacionou

positivamente com PPAR o em ambos os grupos. Esta correlacdo positiva

do PPAR a poderia estar relacionada ao aumento do numero de macréfagos
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na parede vascular dos fragmentos de aneurisma. Entretanto, outros
estudos deverdo ser realizados para confirmagdo e melhor entendimento

destes dados.

5.6 ADVENTICIA E O DESENVOLVIMENTO DE ANEURISMA DE

AORTA: SEMELHANGCAS COM A PLACA INSTAVEL.

Os achados deste estudo estao diretamente relacionados a camada
adventicia, pois as diferencas significantes entre os dois grupos foram
identificadas nesta regido. Estudos recentes tém demonstrado que a
adventicia pode desempenhar um papel chave nos processos aterogénicos,
alterando o foco dos pesquisadores, que durante muito tempo consideraram
esta camada um elemento estrutural inerte da parede vascular (Yun, 2005).
Muitos autores acreditam que a placa pode induzir alteracées proteoliticas
na média (Xu, 2001), entretanto, este conceito esta sendo modificado apéds a
caracterizagao da influéncia da inflamacao crénica presente na adventicia
(Sartore, 2001). A camada adventicia foi considerada o local com maior
quantidade de inflamacdo da parede vascular (Moos, 2005), e sua
intensidade foi associada a espessura diminuida da camada média e ao
tamanho da placa na intima (Houtkamp, 2001).

No desenvolvimento dos aneurismas de aorta ocorrem sérias
alteragbes na adventicia. Assim como no presente estudo, tem sido
observado que na camada adventicia ocorre um importante remodelamento,

com aumento da espessura dessa camada a medida que a parede do vaso
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expande, migracao de diversos tipos celulares como neutréfilos, macréfagos
e linfécitos, além da expressdo aumentada de metaloproteinases (McMillan,
1997; Daugherty, 2000; Silence, 2001).

Higuchi et al (2002) propuseram que a intensa inflamag&o presente na
camada adventicia de artérias corondrias com placas ateroscleroticas
instaveis seria responsavel pelo aumento da luz do vaso e dilatagcdo do
segmento vascular (remodelamento positivo), processo semelhante ao que
ocorre durante a formacao dos aneurismas. Os mesmo autores sugerem que
o infiltrado inflamatério seria responséavel pela liberacdo de mediadores
angiogénicos e consequentemente pelo aumento do numero de vasos
neoformados. No presente estudo aumento do vasa vasorum foi observado
com maior freqiéncia nos fragmentos de aneurisma, ndo s6 na adventicia
como na média, um local onde ndo ha vascularizacdo em aortas normais
(Choke, 2006).

O aumento do vasa vasorum na aterosclerose poderia contribuir para
o desenvolvimento da lesdo com o suprimento de oxigénio e nutriente para o
local da placa em expansao, perda da barreira endotelial e aumento da
permeabilidade vascular e consequente extravasamento de fluido e
proteinas (Langheinrich, 2007). Assim como descrito por Koch et al (1990),
no presente estudo a inflamacado na aterosclerose esteve menor quando
comparada ao aneurisma, além de localizar-se preferencialmente na regiao
perivascular do vasa vasorum. Segundo Langheinrich e colaboradores
(2006) o vasa vasorum é responsavel pela conducao de células inflamatérias

para a camada adventicia, justificando assim, esta localizag&o perivascular.
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Por outro lado ele contribui para a cronificagdo da inflamag¢do o que poderia
desencadear a formacdo de aneurismas. O vasa vasorum e a camada
adventicia parecem estar associados, também, a presenca de agentes
infecciosos, uma vez que proteinas de choque térmico (HSP) (Mussa, 2006)
e antigenos da Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae,
foram observadas em conjunto no interior de macréfagos presentes na
camada adventicia (Higuchi, 2003). Segundo Karlsson et al (2000) apés a
fagocitose das bactérias no pulmao, macréfagos alveolares sao capazes de
atingir a circulacao sistémica e chegar a parede vascular em resposta a
estimulos quimiotaticos. Portanto acredita-se que a porta de entrada dessas
bactérias seria através do vasa vasorum, com aumento da severidade das
lesdes, nos fragmentos onde a concentracao das bactérias na adventicia é
maior (Vink, 2001).

Em adicdo ao vasa vasorum, a adventicia vascular contém
componentes celulares como adip6citos e miofibroblastos. O tecido adiposo
periadventicial esta intimamente associado a camada adventicia, uma vez
que nao ha uma clara delimitacao entre os dois, sugerindo que ambos atuem
em conjunto (Tellides, 2007). Moléculas secretadas pelos adip6citos como
leptina, resistina e adiponectina, além de citocinas como MCP-1 (proteina
quimioatraente de mondcitos-1), TNF-a e IL-6 (Gollash, 2004) podem
influenciar diretamente na homeostase da parede vascular, influenciando a
funcdo das células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos
(Fantuzzi, 2007). Estudos recentes realizados por Vela e colaboradores

(2007) demonstraram que o tecido adiposo periadventicial com grande
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quantidade de macréfagos infiltrados esta associado a severidade das
lesbes ateroscleroticas. Se os aneurismas estdo sendo considerados uma
evolucao da doenca aterosclerotica, isso justificaria a intensa inflamacgao
presente no tecido adiposo periadventicial destes fragmentos, além do
aumento da expressao de MMP-9, PPAR o e da presenca de agentes
infecciosos observados no presente estudo.

Diversos estudos tém demonstrado uma forte associagdo entre
aneurisma de aorta e aterosclerose. Entretanto diferencas histolégicas e
epidemioldgicas entre estas doengas tém colocado em duvida esta cléassica
associacdao (Wanhainem, 2005). Neste trabalho as correlagbes entre as
diversas variaveis mostraram diferencas significantes entre as duas
doencas.

Lesbes ateroscleroticas sdo freqlientemente encontradas na parede
vascular dos fragmentos de aneurismas de aorta, entretanto, a maioria
destas lesdes nao evolui para aneurismas (Wassef, 2007). Além disso, a
principal duvida entre os pesquisadores € porque aortas com lesdes
ateroscler6ticas em alguns individuos evoluem para doencga oclusiva e em
outros para dilatacdo aneurismatica (Xu, 2001). Por outro lado, questdes
semelhantes a esta também s&o observadas em artérias menores como
coronarias e caroétidas.

As lesbes aterosclerdticas podem evoluir de duas formas
morfologicamente distintas, e que muitas vezes sdo observadas no mesmo
paciente. Andlises histologicas de artérias corondrias mostram que as lesdes

consideradas estaveis possuem grande quantidade de fibrose e pouca
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gordura. Ocasionam uma diminuicdo e obstrucdo da luz vascular, estando
geralmente associadas a angina (Libby, 2001). Ja as placas instaveis
apresentam intensa inflamacao, um grande centro necrético, circundado por
uma fina camada de fibrose, geralmente com presenca de trombos. Porém
ao contrario das lesdes estaveis, neste tipo de lesdo a luz do vaso
geralmente é preservada. Esta diferenca entre os dois tipos de lesdes
parece estar associada ao processo de remodelamento da matriz
extracelular (Uemura, 2006).

Pasterkamp et al (1997) demonstraram haver um remodelamento
vascular compensatério em reposta ao depédsito de gordura na intima do
vaso, com interferéncia no tamanho da luz. Posteriormente, Bezerra e
colaboradores (2001) demonstraram que o infarto agudo do miocardio fatal &
causado por lesdes onde ha remodelamento vascular positivo. As lesbes
consideradas com remodelamento negativo tém diminuigdo da luz vascular e
estdo relacionadas as placas estaveis, enquanto as que tém a luz do vaso
relativamente preservada pela distensdo da parede vascular, sao
consideradas com remodelamento positivo e estdo usualmente associadas a
grande placas instdveis. No mesmo trabalho, Bezerra e colaboradores
observaram que lesdes com remodelamento positivo freqlientemente
apresentavam grande quantidade de gordura e maior susceptibilidade a
ruptura e trombose. Essa susceptibilidade foi sugerida estar associada ao
grande numero de macrofagos presentes na parede vascular destas

coronarias e a liberacédo de metaloproteinases.
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De forma similar ao que foi descrito nas artérias corondrias, este
processo de remodelamento também ocorre na aorta. Benvenuti e
colaboradores (2005) estudando o processo aterosclerotico em segmentos
de aorta demonstraram que a porgao toracica da aorta estd associada ao
remodelamento positivo da aorta, enquanto que a porcdo abdominal pode
apresentar tanto o remodelamento positivo quanto o negativo.

Paralelamente, Zarins et al (2001), analisando a influéncia da
aterosclerose na formacédo de aneurismas, demonstrou que a aterosclerose
esta associada ao aumento do tamanho da aorta, principalmente na porcao
abdominal, com profunda alteracdo da estrutura da camada média,
sugerindo que estas alteracdes sao fatores que predispdéem a formacgao de
aneurismas. Estes dados em conjunto sugerem que aneurismas de aorta
apresentam um padrdo de remodelamento vascular positivo, semelhante ao
observado nas lesdes aterosclerédticas instaveis das artérias coronarias.

Recentemente tém-se sugerido a participacao de fatores genéticos
como o0s principais desencadeadores do processo de formacao dos
aneurismas. Os principais genes envolvidos sdo 0s responsaveis pela
transcricdo de colageno e elastinas, enzimas de atividade proteolitica e seus
inibidores, além dos genes codificadores de citocinas (Sandford, 2007).

Os achados deste estudo mostram que os fragmentos de aneurisma
de aorta, apesar de possuirem algumas diferencas histolégicas com os
fragmentos ateroscleréticos, também possuem diversas semelhancas. Nos
dois grupos estudados, MMP-9, TIMP-1 e PPARs estdo expressos, € 0s

agentes infecciosos estdo presentes, sendo no entanto em maior quantidade
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nos fragmentos com aneurisma. Além disso, a falta de uma resposta
integrada do TIMP e PPARs, frente aos agentes infecciosos pode explicar
em parte o desenvolvimento de fragmentacdo do colageno e
desenvolvimento de dilatacdo do vaso. Dessa forma, a associacdo das
lesdes aterosclerdticas a fatores genéticos e ambientais como a co-infeccao
com maior proliferacdo de agentes infecciosos poderia explicar a formagao

de aneurismas.



6. Conclusao
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A andlise dos fragmentos ateroscleréticos de aorta com e sem

aneurisma demonstrou:

a) MMP-9 e TIMP-1 estdo mais expresso nos aneurismas, o
primeiro apenas na gordura periadventicial e o segundo
nessa mesma area e na adventicia

b) As duas isoformas dos PPARs estdo presentes nos
aneurismas, sendo o PPAR a mais expresso na gordura
periadventicial e adventicia dos fragmentos com aneurisma,
enquanto PPAR vy estad expresso de forma semelhante no
dois tipos de lesao;

C) Antigenos de Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma
pneumoniae estao presentes nos dois tipos de lesao, porém
em maior quantidade na gordura periadventicial e adventicia
dos aneurismas.

d) Na aterosclerose ha correlacao entre PPARs e TIMP-1, mas

esta resposta nao foi observada nos aneurismas.

Em conclusdo, os dados obtidos demonstram haver
semelhancgas entre aneurismas de aorta e lesdes ateroscleréticas nao
aneurismaticas principalmente em relacéo a presenca de co-infeccao
por Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae.
Quantidade aumentada dos mesmos na adventicia e tecido adiposo
periadventicial nos aneurismas e a falta de correlagdo entre a

expressao de PPARs e TIMP sugerem que uma inadequada resposta
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imune do hospedeiro a presenca desses agentes pode estar ligada ao

desenvolvimento dos aneurismas.
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7. Anexos
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Quadro 1 - Dados clinicos dos pacientes incluidos em G1

Ne ldade Sexo HAS DLP DAC
1 69 F + - +
2 71 M + - +
3 67 F + - +
4 78 M + - +
5 76 M + - +
6 61 M + - +
7 72 M + + +
8 65 M + - +
9 50 M + - +
10 81 F + - +
11 76 M + - +
12 69 M + - +
13 75 F + + +
14 74 M - - +

HAS - hipertensao arterial; DLP - dislipidemia; DAC — doenca arterial
coronariana; DM — diabetes mellitus



Quadro 2 - Dados clinicos dos pacientes submetidos a cirurgia de correcio de aneurisma (G2)

Ne Idade Sexo Localizagao Aneurisma (cm) Tabagismo HAS DLP DAC Obesidade DM
1 65 M Abdominal 5,0 + - - - - -
2 64 F Abdominal 7,0 - + - - - -
3 54 F Ascendente 6,4 + + - - - -
4 78 M Abdominal

5 76 F Abdominal

6 75 M Ascendente 7,0 - + + + - +
7 75 M Abdominal 5,0 + + + + - +
8 69 M lliaca 8,0 + + + - + -
9 69 M Toracica 6,5 + + - - - +
10 64 M Abdominal 8,6 - + - - - -
11 67 F Toracica 6,0 - + + - + -
12 65 M Infra renal 7,0 + + + - - +
13 70 M Abdominal 5,0 + + + - + -
14 49 M Abdominal 6,2 + + + - - +

HAS - hipertensao arterial; DLP - dislipidemia; DAC - doenca arterial coronariana; DM -

diabetes mellitus

9L
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