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RESUMO

Zago AC. Importancia da interagéo entre a integrina Mac-1 dos leucdcitos e a
glicoproteina Iba das plaquetas para o recrutamento de leucdcitos pelas
plaquetas e para a resposta inflamatéria a leséo vascular [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2006. 83p.

INTRODUCAQO: A interacéo entre leucdcitos e plaquetas é fundamental para o
inicio e a progressao da reestenose e da aterosclerose. Recentemente foi
evidenciado em estudos in vitro que a integrina Mac-1 dos leucécitos se liga a
glicoproteina Iba (GPlba) das plaquetas e que esta interagdo possui uma
funcdo central na firme adesdo e transmigracao de leucdcitos em locais de
deposicao de plaquetas. Entretanto, ndo ha estudos in vivo que avaliam a
importancia da interagcao entre a integrina Mac-1 dos leucdcitos e a GPlba das
plaguetas (oupo—GPlba) em modelo experimental de lesdo vascular.
METODO: Um peptideo denominado M2 ou anticorpo anti-M2 foi
desenvolvido para bloquear a interagdo da integrina Mac-1 dos leucdcitos com
a GPlba das plaquetas, visando, deste modo, inibir a adesao de leucocitos na
superficie do vaso coberta por plaquetas, a proliferacao celular e a hiperplasia
neointimal. Este peptideo foi injetado e comparado com anticorpo-controle em
camundongos C57B1/6J submetidos a lesdo vascular da artéria femoral com
corda-guia. Um dia (controle: n= 6; anti-M2: n= 6), 5 dias (controle: n= 9; anti-
M2: n= 9) ou 28 dias (controle: n= 9; anti-M2: n= 9) apds a lesdo vascular, as
artérias femorais foram retiradas para a realizacdo de morfometria e
imunohistoquimica. RESULTADOS: O bloqueio da interagdo oup—GPlba
promoveu uma reducao estatisticamente significativa de 75% do numero de
leucocitos na camada média no primeiro dia apos a lesao vascular (controle:
7,9 £ 5,0% do total de células na camada média; versus anti-M2: 2,0 + 1,6%;
p=0,021), bem como determinou uma diminuigao estatisticamente significativa
de 42% em 5 dias (controle: 42,3 + 12,9% do total de células na neointima;
versus anti-M2: 24,6 + 10,8%; p=0,047) e de 58% em 28 dias do acumulo de
leucdcitos na neointima em desenvolvimento (controle: 7,9 £ 3,0% versus
anti-M2: 3,3 + 1,3%; p=0,012). A proliferacdo celular na camada média do
vaso em 5 dias pos-lesao vascular apresentou uma reducao estatisticamente
significativa de 64% com o bloqueio da interagao ayp.—GPIlba (controle: 5,0 £
2,9% do total de células na camada média; versus anti-M2: 1,8 + 0,5%;
p=0,043), assim como houve uma diminuicdo significativa de 47% da
proliferacdo celular na camada intima do vaso em 28 dias (controle: 3,8 +
1,7% do total de células na camada intima; versus anti-M2: 2,0 + 1,2%;
p=0,047). O bloqueio da interacdo oayp—GPlba também determinou uma
reducdo estatisticamente significativa de 56% do espessamento intimal em 28

XV



dias (controle: 10.395 + 3.549um? versus anti-M2: 4.561 = 4.915um?

p=0,012). CONCLUSOES: O recrutamento de leucdcitos apds a lesdo

vascular é dependente da interacdo ayp.—GPlba € a neutralizacdo desta
interacdo inibe a proliferagao celular e a formagao neointimal.

Descritores: 1. Moléculas de adesao celular 2. Inflamagao 3. Leucécitos 4.
Plaquetas 5. Reestenose
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SUMMARY

Zago AC. The importance of leukocyte Mac-1 integrin and platelet lba
glycoprotein interaction for the leukocyte recruitment by platelets and for the
inflammatory response to the vascular injury. [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2006. 83p.

INTRODUCTION: The interaction between leukocytes and platelets is
fundamental for the beginning and the progression of restenosis and
atherosclerosis. Recent in vitro studies have shown that the leukocyte Mac-1
integrin binds to the platelet Iba glycoprotein (GP) and this interaction plays a
central role in the leukocyte firm adhesion and transmigration on sites with
platelet deposition. However, there is no in vivo study evaluating the
importance of Mac-1 integrin and GPlba (awp.—GPlba) interaction in
experimental models of vascular injury. METHODS: A peptide named M2 or
anti-M2 antibody was developed to block the leukocyte Mac-1 and platelet
GPIba interaction, aiming to inhibit the adhesion of leukocytes on the surface
of vessels covered with platelets, as well as the cellular proliferation and the
neointimal hyperplasia. The peptide was injected and compared with control-
antibody in C57B1/6J mice subjected to a femoral artery injury with guide-wire.
One day (control: n= 6; anti-M2: n= 6), 5 days (control: n= 9; anti-M2: n= 9) or
28 days (control: n= 9; anti-M2: n= 9) after the vascular injury, the femoral
arteries were harvested for morphometry and immunohistochemistry.
RESULTS: The aup,—GPlba interaction blockage promoted a statistically
significant 75% reduction of leukocytes in the medial layer on the first day after
the vascular injury (control: 7.9 + 5.0% out of the total cells in the medial layer
versus anti-M2: 2.0 £ 1.6%; p=0.021), as well as determined a statistically
significant 42% decrease in 5 days (control: 42.3 + 12.9% out of the total cells
in the neointima versus anti-M2: 24.6 + 10.8%; p=0.047) and a 58% decrease
in 28 days of leukocyte accumulation in the developing neointima (control: 7.9
+ 3.0% versus anti-M2: 3.3 + 1.3%; p=0.012). The cellular proliferation in the
vessel medial layer in 5 days after the vascular injury presented a statistically
significant 64% reduction by the ayp.—GPlba interaction blockage (control: 5.0
+ 2.9% out of the medial layer total cells versus anti-M2: 1.8 + 0.5%; p=0.043),
and there was also a significant 47% decrease in the vessel intimal layer
cellular proliferation in 28 days (control: 3.8 + 1.7% out of the total cells in the
intimal layer versus anti-M2: 2.0 £ 1.2%; p=0.047). Furthermore, the owp.—
GPlba interaction blockage determined a statistically significant 56% reduction
in the intimal thickening in 28 days after the vascular injury (control: 10,395 +
3,549um? versus anti-M2: 4,561 + 4,915um?; p=0.012). CONCLUSIONS: The
leukocyte recruitment after the vascular injury depends on the oyp,—GPlba
XVl



interaction, and its neutralization inhibits cellular proliferation and neointimal
thickening.

Keywords: 1. Cell adhesion molecules 2. Inflammation 3. Leukocytes 4.
Platelets 5. Restenosis
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INTRODUCAO 2

Evidéncias crescentes de estudos experimentais e clinicos
fundamentam a compreensdo da aterosclerose e da reestenose como um
processo inflamatério. Nesse contexto, a inflamacéo é caracterizada pela

interacdo entre plaquetas, leucdcitos e células endoteliais.

Estudos experimentais e clinicos sugerem uma fungdo central dos
leucdcitos na proliferacdo neointimal decorrente de lesdo vascular. Em
modelos experimentais de lesdo vascular, os leucdcitos recrutados sao

apontados como precursores da proliferacdo neointimal.??

Nos estudos experimentais em que o implante de stent é utilizado para
produzir um trauma mecanico profundo na parede do vaso, uma resposta
inflamatéria vigorosa e precoce € induzida, determinando uma abundante
adesdo local de neutréfilos e mondcitos. Apds dias e semanas, pode-se
observar um acumulo de macréfagos na neointima em desenvolvimento e ao
redor das hastes do stent. A quantidade de mondcitos/macrofagos na parede
do vaso esta diretamente associada com a area de hiperplasia neointimal,

sugerindo uma relacdo causal dos mondcitos/macréfagos com a reestenose.’

Um estudo realizado por Simon e colaboradores utilizando um modelo
de lesdao em artérias cardtidas de camundongos evidenciou que a

sinvastatina, a qual possui ag¢des antiinflamatorias e antiproliferativas

ALEXANDRE DO CANTO ZAGO



INTRODUCAO 3

independentes dos efeitos sobre o colesterol, ocasionou redugao
estatisticamente significativa da hiperplasia neoinitimal, da proliferacao celular
e do acumulo de leucécitos na parede do vaso quando comparada ao

placebo.*

Outro estudo, também realizado por Simon e colaboradores com o
mesmo modelo experimental, demonstrou que o bloqueio do fator inibidor da
migragdao de macrofagos (MIF), que é uma citocina pro-inflamatéria
amplamente expressa nas células vasculares, através de anticorpos
monoclonais anti-MIF, determinou reducido significativa da hiperplasia
neointimal, da proliferacdo celular e da presenca de células inflamatérias na

parede vascular.’

Farb e colaboradores demonstraram, em um estudo anatomo-patologico
de 116 segmentos arteriais com stents oriundos de 53 pacientes apos
intervencdo coronaria percutanea, uma forte relagdo entre dano na camada
meédia, inflamagdo (presengca de células inflamatorias) e hiperplasia

neointimal.®

Marcadores sistémicos de inflamagao também sido apontados como
preditores de reestenose apds intervencao coronaria percutanea. Pacientes
com angina estavel e niveis séricos baixos de proteina-C reativa (PCR) em
condicbes basais submetidos ao implante de stent apresentam aumento

transitério dos niveis de PCR, os quais retornam aos niveis basais em 48 a 72
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INTRODUCAO 4

horas. Entretanto, niveis séricos de PCR persistentemente elevados apds a
intervengao coronaria percuténea estdo associados com reestenose clinica e
angiografica.” Varios estudos independentes demonstraram, mediante a
utilizacado de citometria de fluxo, que angioplastia com cateter-baldo e implante
de stent estdo associados com hiper-regulacdo de CD11 dos neutrdfilos, a
qual correlaciona-se com reestenose clinica e perda luminal tardia, e que a

ativacao celular ocorreu através do vaso mecanicamente lesado.®"°

Portanto, os exemplos citados e varios outros estudos embasam a
compreensido da reestenose, assim como da aterosclerose, como um
processo inflamatério, em que os leucdcitos contribuem com a estenose
arterial mediante o espessamento neointimal devido ao seu volume no interior
da camada intima, a elaboragao de fatores de crescimento e quimiotaticos, a
geragao de intermediarios reativos ao oxigénio que ocasionam lesdo e a
producdo de enzimas como metaloproteinases e catepsina S, que degradam

os constituintes extracelulares e facilitam a migragao celular."®

1.1 IMPORTANCIA DAS PLAQUETAS NA RESPOSTA INFLAMATORIA

VASCULAR

Nas lesdes vasculares, proteinas como o fator de von Willebrand (FvW)

e colageno sdo expostos ao sangue, ocasionando a adesdo de plaquetas

ALEXANDRE DO CANTO ZAGO



INTRODUCAO 5

circulantes no local da leséo via FvW através dos receptores da glicoproteina
(GP) Ib/IX/V'® e via colageno mediante os receptores da GPVI'""°. A ades&o
das plaquetas resulta em sua ativacdo e transformacdo dos receptores

20,21

integrina oypPs (GPIIb/llla e receptor do fibrinogénio) e ayPq (receptor do

colageno)'®#2

, 0S quais se ligam firmemente aos seus respectivos
componentes na camada de células endoteliais. Subsequentemente, as
plaquetas aderidas formam uma superficie que propicia o recrutamento de
plaquetas adicionais através de pontes de fibrinogénio entre receptores o3,

Deste modo, a adesdo de plaquetas a matriz exposta € considerada a

primeira etapa do processo inflamatério vascular.

Recentemente, o pré-requisito endotélio desnudo deixou de ser
condicdo absoluta para a adesao de plaquetas a parede arterial, visto que
estudos in vitro demonstraram a adesao de plaquetas no endotélio intacto,
porém com células endoteliais ativadas.”*?*> Estudos experimentais in vivo
fornecem evidéncias de que a adesdo de plaquetas ao endotélio intacto é
semelhante a adesdo de plaquetas a proteinas da matriz extracelular nos
locais de lesdao vascular, ou seja, € um processo de varias etapas, que
envolve adesdo seguida de rolamento e subsequente firme adesdo a parede
vascular. Essas etapas envolvem receptores, seletinas e integrinas que
induzem sinais de ativacdo de receptores especificos nas plaquetas e nas

células endoteliais.?®?
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INTRODUCAO 6

Durante o processo de adesdo, as plaquetas tornam-se ativadas e
liberam um arsenal de potentes substancias inflamatérias e mitogénicas no
local, alterando as propriedades quimiotaticas, adesivas e proteoliticas das
células endoteliais.®® Essas alteracdes no fendtipo das células endoteliais
promovem quimiotaxia, adesao e transmigracdo de mondcitos no local da

inflamacao.’

As plaquetas ativadas também secretam ou expdem proteinas de
adesao (fibrinogénio, fibronectina, FvW, trombospondina, vitronectina, P-
seletina, GPlIb/llla), fatores de crescimento (fator de crescimento derivado da
plaqueta — PDGF, fator de crescimento de transformacao-g — TGF-B, fator de
crescimento epidermal — EGF, fator de crescimento basico de fibroblasto —
bFGF), quimocinas (célula T normal expressada e secretada, regulada apds
ativacdo — RANTES, fator plaquetario 4 — FP4), proteina de ativagdo de
neutréfilo epitelial 78, fatores semelhantes a citocinas (interleucina — IL — 1P,
CDA40 ligante — CD40L, B-tromboglobulina) e fatores de coagulacéao (fatores V
e Xl, inibidor do ativador do plasminogénio-1 — PAI-1, plasminogénio, proteina
S). Essas proteinas atuam de maneira conjunta e orquestrada em amplas e
diferentes fungdes biologicas como adesdo, agregagdo, quimiotaxia,
apoptose, proliferacao celular, coagulacdo e protedlise, processos os quais

aceleram o recrutamento de células e, consequentemente, a atividade
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inflamatéria.” Dentre as proteinas anteriormente citadas, pode-se destacar: IL-

18, RANTES, P-seletina, FP4 e CD40L.

A secrecgao de IL-1pB pelas plaquetas estimula a liberagdo da quimocina
proteina quimioatraente de mondcito-1 (MCP-1), da molécula de adeséo a3
e da molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) pelas células endoteliais,

que promovem a ades&o de neutrdfilos e mondcitos ao endotélio vascular.?**

Plaquetas ativadas podem liberar quimocinas e induzir a secrecao de
quimocinas em varias células da parede vascular, sendo que certas
quimocinas podem aumentar a agregagao plaquetaria e a adesao juntamente
com agonistas primarios, deflagrando o recrutamento de mondcitos. Uma
dessas quimocinas € a RANTES, a qual tem sido relacionada com o
recrutamento de monocitos em locais de lesao aterosclerética (endotélio

inflamado) através de moléculas de ades3o P-seletina.?”*

Outra quimocina relevante ao processo inflamatério vascular secretada
pelas plaquetas é o FP4, a proteina mais abundante secretada por plaquetas
ativadas. Essa quimocina atua como quimio-atrativo para os mondcitos,
promovendo sua diferenciagdo em macréfagos*. Também pode promover a
retencdo de lipoproteinas, agravando as ag¢des aterogénicas da
hipercolesterolemia, através da retengao de lipoproteinas de baixa densidade

(LDL) nas superficies celulares pela inibicdo da degradagao destas pelos
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receptores LDL*". Adicionalmente, o FP4 aumenta de maneira expressiva a

esterificacdo e captacédo de LDL oxidado pelos macrofagos*?.

As plaquetas armazenam CD40L em grande quantidade, que é
rapidamente liberado quando ativadas. O CD40L expresso na superficie de
plaquetas ativadas liga-se ao CD40 das células endoteliais, estimulando a
liberagao de IL-8 e MCP-1, os quais constituem os principais quimio-atrativos
de neutrofilos e mondcitos. Por sua vez, o CD40L também aumenta a
expressao de receptores endoteliais de adesdo como a E-seletina, a molécula
de adesao do endotélio-1 (VCAM-1) e a ICAM-1, os quais atuam como
mediadores da adesdo de neutrdfilos, mondcitos e linfécitos na parede do

vaso inflamado.*®

Portanto, como discutido anteriormente, sdo complexos e ainda nao
totalmente compreendidos os mecanismos pelos quais as plaquetas aderem
aos locais de lesao vascular. Entretanto, sabe-se que a adesao de plaquetas
constitui uma das etapas iniciais do processo inflamatorio e que a ativacao
destas ¢é fundamental para a produgcdo de proteinas mediadoras e
moduladoras da inflamacdo vascular, assim como para o recrutamento de
leucédcitos que também sao essenciais para a continuidade do processo

inflamatorio vascular.
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1.2 RECRUTAMENTO DE LEUCOCITOS MEDIADO POR PLAQUETAS NO

PROCESSO INFLAMATORIO VASCULAR

Uma vez aderidas a parede vascular, as plaquetas formam uma
superficie adesiva para o recrutamento de leucdcitos circulantes, assim,
requerendo uma série de eventos adesivos e sinalizadores que resultam na

infiltragdo de células inflamatdérias na parede vascular.

As etapas do recrutamento de leucdcitos sdo: adesao mediada por
seletinas e rolamento sobre a superficie de plaquetas, ativacdo dos

leucdcitos, firme adesdo mediada por integrinas e diapedese (Figura 1).**4°

Os leucécitos sdo inicialmente aderidos a superficie composta por
plaquetas ativadas. A seguir, ha o rolamento dos leucdcitos sobre esta
superficie, por intermédio das P-seletinas expressas na superficie das
plaquetas que se ligam as glicoproteinas ligantes das P-seletinas-1 (PSGL-1),
expressas na superficie dos leucdcitos. As L-seletinas expressas na superficie
dos leucdcitos também participam desta etapa. Deve-se salientar que esta
interacado plaquetas-neutrofilos mediada pela P-seletina na primeira etapa do

recrutamento de leucdcitos é reversivel (Figura 1).46°2

Apos a adesdo e rolamento de leucdcitos sobre a superficie de
plaquetas ativadas, ocorre a ativagao dos leucécitos por intermédio de

citocinas e receptores de superficie.*°
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Figura 1 - Recrutamento de leucécitos mediado por plaquetas no

processo inflamatério vascular

A e

Fluxo

Rolamento

Diapedese

Heutrofilo

Firme adesao

Plaguetas ativadas

A. Etapas do recrutamento de leucdcitos. B. Etapa de rolamento de leucécitos sobre

uma superficie de plaquetas mediada por seletinas. C. Etapa de firme adesao de

leucdcitos sobre uma superficie de plaquetas via integrina Mac-1 e seus ligantes.

A proxima etapa € a de firme ades&o de leucdcitos a superficie de

plaguetas ativadas, que é um processo mediado por integrinas da familia 3,:

antigeno associado a func¢do do leucdcito-1 (LFA-1, o, ou CD11a/CD18),

antigeno do macroéfago-1 (Mac-1, aup, ou CD11b/CD18) e integrina p150,95

(axB2 ou CD11c/CD18). Essas integrinas também se ligam a ligantes
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endoteliais como as ICAM-1 e ICAM-2, proteinas da matriz extracelular

associadas ao endotélio como o fibrinogénio e/ou a glicosaminoglicanos.>*>*

Entre as integrinas dos leucocitos acima citadas, destaca-se a Mac-1, a
qual, em um estudo realizado por Diacovo e colaboradores, foi responsavel
por mediar em mais de 90% o processo de firme adesio de neutrofilos a uma
superficie de plaquetas.*® Segundo o mesmo estudo, as integrinas LFA-1
(o B2, CD11a/CD18) e p150,95 (axP2, CD11c/CD18) ndo desempenham fungéo
significativa neste processo. Portanto, a firme adesao dependente da integrina
B, via Mac-1 foi o principal mecanismo responsavel pelo aprisionamento de
neutrofilos ativados por intermédio de plaquetas ativadas aderidas a superficie

vascular.

Estudos clinicos recentes respaldam a importancia da integrina Mac-1,
pois demonstram hiper-regulacdo desta integrina na reestenose apds
angioplastia coronaria, o que ndo ocorre com as demais integrinas 3, ou seja,

LFA-1 e p150,95.>°

As propriedades ligantes multivalentes da integrina Mac-1 a tornam
unica na regulacédo da adesao de leucécitos no processo inflamatério apds a
lesdo vascular. Essa integrina é capaz de se ligar ao fibrinogénio, as ICAM-1
e ao fator X, que constituem ligantes abundantes na parede vascular lesada.

A integrina Mac-1 também é considerada o principal receptor do fibrinogénio
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no leucdcito, facilitando a adesdo e a transmigragdo de neutrofilos e

mondcitos em locais de deposigao de fibrina e plaquetas.®

Um estudo in vitro, realizado com o bloqueio da integrina Mac-1 de
monocitos via anticorpo M1/70, evidenciou inibicdo dose-dependente da
ligagdo com o fibrinogénio.>® Outros dois estudos envolvendo neutréfilos de
pacientes que apresentam leucécitos com deficiéncia de adeséao,
caracterizada pela auséncia geneticamente determinada de integrinas
demonstraram que estes neutréfilos sdo capazes de efetuar os processos de
adesao e rolamento dependentes de seletinas, semelhante aos neutrofilos de
pacientes higidos, entretanto ndo sédo capazes de aderir firmemente a
superficie de ceélulas endoteliais devido a auséncia de integrinas o,
especialmente da integrina Mac-1, que € a principal responsavel por este

processo.’®®’

A interag&o de leucdcitos e plaquetas via integrina Mac-1 dos leucdcitos
ocorre mediante ligantes na superficie das plaquetas, como os receptores
GPlba, o fibrinogénio que se liga aos receptores plaquetarios GPIlIb/llla, as

ICAM e as moléculas juncionais de ades&o-3 (JAM-3) (Figura 1).>*

Uma vez que os leucdcitos encontram-se firmemente aderidos as

plaquetas na camada endotelial do vaso, inicia-se a ultima etapa do processo
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de recrutamento de leucédcitos, a qual é denominada diapedese e que

consiste na migracao do leucécito para o interior da parede do vaso.

1.3 INTERAGAO ENTRE LEUCOCITOS E PLAQUETAS VIA

RECEPTORES Mac-1 E GPlba

Apesar da integrina Mac-1 ser capaz de se ligar a varios ligantes, néo
esta definido o ligante responsavel pelo acumulo de leucdcitos em locais de

lesdo vascular.

Integrinas s&o proteinas compostas por uma subunidade o e uma
subunidade B. As integrinas que apresentam a subunidade ao,, contém um
dominio (dominio ) composto por aproximadamente 200 aminoacidos que
esta envolvido em sitios de ligagao®® e é muito semelhante aos dominios A do
FvW®°. O dominio A1 do FVW é responsavel por mediar sua interacdo com o
receptor plaquetario, ou seja, um componente do complexo das GPs Ib-IX-V.
Devido a similaridade do dominio A1 do FvW com o dominio | da subunidade
a da integrina Mac-1, desenvolveu-se a hipdétese de que a GPlba pudesse

também ser capaz de se ligar a integrina Mac-1.

Essa hipbétese foi avaliada em um estudo realizado por Simon e
colaboradores, em que mondcitos e células que expressam a integrina Mac-1

aderiram a pogos de placas de cultura de tecido cobertos com GPIba. Nesse
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mesmo estudo, a especificidade da interagcdo entre Mac-1 e GPlba foi
confirmada através da ligacdo de neutréfilos oriundos de camundongos
selvagens com GPIlba purificado e com plaquetas, o que ndo ocorreu com
neutrdéfilos provenientes de camundongos com deficiéncia da integrina Mac-1.
Outro dado que corrobora a hipétese avaliada foi a inibicdo da adesdo de
neutrofilos oriundos de camundongos selvagens a plaquetas tratadas com
mocaragina, uma protease que causa a clivagem especifica de GPlba. Ainda,
nesse mesmo estudo, foi demonstrada a firme adeséo de células THP-1, que
contém receptores Mac-1, a uma superficie composta por GPlba, em fluxo

continuo.®

Portanto, as observagdes anteriormente descritas permitem concluir que
a integrina Mac-1 do leucécito interage com a GPlba da plaqueta e que, nas
condicbes em que o estudo foi realizado, a interagdo entre neutréfilos e

plaquetas foi predominantemente entre os receptores Mac-1 e GPlba.

O dominio | da subunidade a da integrina Mac-1 (dominio ayl) contribui

158

amplamente para o reconhecimento de ligantes pela integrina Mac- e

especificamente para a ligagdo da GPlba da plaqueta®. Essa regido (dominio
avl) também esta envolvida na ligagdo com ICAM-1, fragmento i do fator 3 do

complemento (C3bi) e fibrinogénio®' 2,
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Simon e colaboradores recentemente localizaram o sitio de ligagdo da
integrina Mac-1 com a GPIba dentro do segmento ow(P?*'-K*'") do dominio
awml, utilizando a estratégia baseada nas diferengas da ligagcéo entre a GPlba e
os dominios | ayl e ayl. Este estudo envolveu varios experimentos
independentes, incluindo pesquisa de células mutantes, peptideos sintéticos,
mutagénese e analises tipo ganho de funcdo.>* A insercdo de somente dois
aminoacidos dentro do segmento ol converteu-o em uma proteina ligante a
GPlba. Assim sendo, pode-se concluir que um pequeno segmento com uma
estrutura definida dentro do dominio ayl da integrina Mac-1 é necessario e

suficiente para a ligagdo com a GPlba.

A compreensao da fungao bioldgica da integrina Mac-1 esta intimamente
relacionada a identificacdo do ligante biologicamente relevante para esta
integrina. Deste modo, avaliou-se, em um estudo in vitro, a hip6tese de que
um anticorpo especifico ao segmento an(P?'-K?'") reduziria a adesdo entre a
integrina Mac-1 (amB2) € a GPIba, sem interferir nos outros ligantes, como
descrito adiante, assim como também inibiria o acumulo local de leucdcitos

apos a lesao vascular in vivo, como avaliado no presente estudo.
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1.4 PROCESSO DE REPARO A LESAO VASCULAR

O processo de reparo a lesao vascular envolve células endoteliais,
plaquetas e leucdcitos, que interagem entre si mediante citocinas, quimocinas

e outras proteinas sinalizadoras.

Este processo constitui-se de varias etapas e inicia-se imediatamente
apds a angioplastia por cateter-baldo ou implante de stent, com a de-
endotelizagcdo da superficie do vaso, o esmagamento da placa ateromatosa
com frequente disseccdo envolvendo a camada média e ocasionalmente

também a camada adventicia e o estiramento da artéria.*>%

A seguir, uma camada composta de plaquetas e fibrina deposita-se no
segmento vascular lesado e as plaquetas ativadas expressam moléculas de
adesao como as P-seletinas, que interagem com as PSGL-1 na superficie dos
leucdcitos, ocasionando a adesdo e rolamento dos mesmos na superficie

vascular.*>%3

Na sequéncia, ocorre a etapa de firme adesdo dos leucocitos por
intermédio de integrinas, em que se destaca a integrina 3, Mac-1, a qual se
liga, diretamente, ao receptor plaquetario GPIba e, indiretamente, através do

fibrinogénio ao receptor plaquetario GPIIb/llla.

A migracao de leucdcitos, através da camada de plaquetas e fibrina para

o interior da parede arterial (diapedese), € dependente de gradientes quimicos
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de quimocinas, as quais sdo liberadas por células musculares lisas e

macrofagos residentes na parede do vaso.**

A préxima etapa € a de proliferacdo celular ou granulagdo, em que
fatores de crescimento liberados pelas plaquetas, leucécitos e células
musculares lisas estimulam a migracdo de células musculares lisas da
camada meédia para a neointima. Assim sendo, a neointima resultante
consiste de células musculares lisas, matriz extracelular e macréfagos
recrutados durante o periodo de varias semanas. A divisdo celular também
ocorre nesta etapa e parece ser essencial ao desenvolvimento da

reestenose.**%

Apos um periodo de semanas/meses, inicia-se o remodelamento
vascular, que envolve a degradacédo da proteina da matriz extracelular e re-
sintese, simultaneamente com a diminuicdo de elementos celulares e
aumento da producdo de matriz extracelular. A matriz extracelular, que é
composta por varios subtipos de colagenos e por proteoglicanos®, constitui o

principal componente da placa reestenética madura®.

Na angioplastia com cateter-baldo, a reorganizagcdo das células
endoteliais, mediante a substituicdo de moléculas hidratadas por colageno,
pode levar ao remodelamento negativo do vaso (diminuicdo do didmetro).

Enquanto nas artérias tratadas com implante de stent, esta fase apresenta um
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impacto menor devido ao minimo remodelamento negativo, pois o stent atua

como uma estrutura mecanica que mantém o diametro do vaso.?®%®

Em ambas as técnicas, angioplastia com cateter-baldo ou implante de
stent, a re-endotelizagdo ocorre em escala variavel, sendo o principal
mecanismo de reestenose em artérias tratadas com implante de stent.
Convém salientar que alguns constituintes da camada de células endoteliais,
tais como hialurona, fibronectina, osteopontina e vitronectina também facilitam

a migracao de células musculares lisas para a neointima.®’:%®

1.5 IMPLICAGOES CLINICAS DO BLOQUEIO DA INTEGRINA Mac-1

Como discutido anteriormente, constatou-se a importancia da interagao
da integrina Mac-1 dos leucécitos com o receptor GPIba das plaquetas na
etapa de firme adesao de leucadcitos (recrutamento de leucdécitos) do processo
inflamatério de reparo a lesdo vascular. Essa etapa possui repercussoes
clinicas tanto na reestenose, principalmente intra-stent, onde a hiperplasia
neointimal constitui o principal mecanismo fisiopatolégico, como na formacao
da aterosclerose, na qual as plaquetas também estdo envolvidas no

recrutamento de leucocitos.

Assim sendo, estudos experimentais foram realizados para avaliar os

efeitos do bloqueio da integrina Mac-1 na atenuagéo da resposta inflamatoria
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a lesdo vascular. Um desses estudos avaliou o uso de um anticorpo anti-
CD11b, chamado M1/70, no bloqueio da integrina Mac-1 em coelhos
submetidos a angioplastia com cateter-baldo ou implante de stent. Os
resultados mostraram redugdo superior a duas vezes no recrutamento de
leucécitos em 3, 6 e 14 dias apds a lesao vascular, assim como diminui¢cao
estatisticamente significativa da proliferacdo neointimal em 14 dias apds a
angioplastia com cateter-baldo ou com implante de stent em relagao ao grupo

controle.®®

Outro estudo realizado, em que camundongos geneticamente
modificados, ou seja, apresentando deficiéncia de integrina Mac-1, foram
submetidos a dilatacdo da artéria carétida com posterior desnudamento
endotelial da mesma, evidenciou diminuicdo da migracdo e do acumulo de
leucdcitos na parede arterial dos camundongos com deficiéncia de Mac-1 em
relacédo ao grupo controle. Esse estudo também mostrou correlagéo entre a
diminuicdo do acumulo de leucdcitos e a atenuacao da proliferacdo neointimal
apds a lesdo vascular, corroborando a hipotese de que a integrina Mac-1

desempenha funcédo importante no processo inflamatério vascular.®®

Um estudo de adeséo in vitro com o peptideo M2 ou anticorpo anti-M2
mostrou que este inibiu significativamente a adesdo de células 293, que
expressam a integrina Mac-1 (auf2), @ sGPIba, em 80%, quando comparado

ao anticorpo controle, apresentando pouco ou nenhum efeito na adeséo de
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células 293 ao fibrinogénio (21%), a JAM-3 (13%) e a ICAM-1 (0%). Portanto,
o peptideo M2 inibe a adesdo ayp, -sGPlba, mas ndo a adesédo ayf3, com
outros ligantes. No mesmo estudo, o peptideo M2 inibiu a adesdo de
leucécitos humanos a plaquetas sob fluxo e esta inibigdo foi dose-
dependente, pois doses de 1ug/ml, Sug/ml e 25ug/ml de anti-M2 ocasionaram
firme adesao de leucécitos nos seguintes percentuais: 48%, 21,5% e 7,9%

(p<0,01), respectivamente.”®

A aplicacao de anticorpos anti-CD11b para o bloqueio da integrina Mac-
1 poderia ser uma terapéutica muito eficaz para a prevencao da reestenose
nas intervengdes coronarias percutaneas, assim como poderia também ser
testada e apresentar resultados interessantes na aterosclerose. Entretanto,
como a integrina Mac-1 atua na regulacdo de funcbes essenciais
desempenhadas pelos leucdcitos, como adesdo, migracdo, coagulagao,

protedlise, fagocitose, estresse oxidativo e sinalizaggo®’""

, 0 completo
bloqueio desta integrina poderia causar efeitos adversos importantes e

potencialmente letais.

Deste modo, torna-se relevante a identificacdo precisa do sitio de
ligacdo da integrina Mac-1 com o receptor plaquetario GPlba para que se
possa estabelecer um alvo terapéutico biologicamente eficaz e clinicamente
seguro para a prevencado e o tratamento da trombose, aterosclerose e

reestenose.
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O presente estudo tem como objetivos avaliar:

(1) a importancia da interagao entre a integrina Mac-1 dos leucdcitos e a
glicoproteina Iba. das plaquetas para o recrutamento de leucdécitos apds a

lesdo vascular; e

(2) o efeito da neutralizagdo da interacdo entre a integrina Mac-1 e a
glicoproteina Iba sobre a proliferagcdo celular e a hiperplasia neointimal

desencadeadas por lesao vascular.
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3.1 MATERIAIS

Peptideos correspondentes ao sitio de ligacdo da integrina Mac-1 nos
receptores GPlba de camundongos (SGSG-?"*LYFRHWLQENANNVYL?*-C)
e peptideos controle (SGSG-VEAFHLNYYRNNVWLQ-C) foram obtidos do
W.M. Keck Biotechnology Resource Center (Yale University, New Haven, CT,
EUA). Os peptideos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e

armazenados a -80°C.

Cincoenta e trés camundongos machos C57BI/6J, com idade entre 8 e
10 semanas, foram obtidos do viveiro da Harvard University (Boston, MA,

EUA).

O marcador do antigeno comum leucocitario (CD45) — anticorpo anti-
CD45 - foi adquirido da BD Biosciences (San Diego, CA, EUA); o marcador
especifico para neutrofilos de camundongos - anticorpo monoclonal 7/4 - foi
fornecido pela Serotec (Indianapolis, IN, EUA); o marcador Mac-3 especifico
para macrofagos de camundongos — anticorpo monoclonal M3/84 - foi
adquirido da BD Biosciences e a bromodeoxiuridina (BrdU) foi fornecida pela

DAKO (Carpinteria, CA, EUA).
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3.2 DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS

Um anticorpo policlonal peptideo-especifico denominado peptideo M2
ou anticorpo anti-M2, com afinidade ao sitio de ligagado da integrina Mac-1 ao
receptor GPIlba, foi desenvolvido mediante a imunizagdo de coelhos com o
peptideo  C-'PITQLLGRTHTATGIRK?"  acoplado a KLH (Zymed
Laboratories, South San Francisco, CA, EUA), correspondendo a sequéncia

humana o, (P?'-K#'").

A seguir, foram realizados testes sanguineos que demonstraram altos
titulos de anti-soro ligados a fase sdélida imobilizada, contendo a sequéncia de

aminoacidos C-P?'-k?"",

A Ultima etapa foi a purificacdo do anticorpo policlonal peptideo-
especifico — anticorpo anti-M2 ou peptideo M2 — por cromatografia de

afinidade (Zymed Laboratories).

Imunoglobulina IgG de coelhos nao imunizados foi usada como

anticorpo de controle.

3.3 TRATAMENTO COM ANTICORPO
Os camundongos C57BI/6J foram divididos em 2 grupos de tratamento:

— peptideo M2 de coelhos; e
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— imunoglobulina IgG de coelhos n&do imunizados.

O peptideo M2 ou anticorpo anti-M2 foi injetado com o objetivo de
bloquear a interagdo da integrina Mac-1 dos leucdcitos com a GPlba das
plaquetas, visando, deste modo, inibir a adesao de leucdcitos na superficie do
vaso coberta por plaquetas. A imunoglobulina IgG de coelhos ndo imunizados
foi injetada para servir como controle, visto que ndo interage com a integrina
Mac-1 dos leucdcitos ou com a GPlba das plaquetas, assim como nao

apresenta efeito inibitorio na adesao entre leucdcitos e plaquetas.

Os anticorpos foram injetados via intraperitoneal em uma dose de
250ug, quatro horas antes da lesdo da artéria femoral (dia 0) e posteriormente
em uma dose de 100ug intraperitoneal 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds a lesdo da

artéria femoral.

3.4 LESAO DA ARTERIA FEMORAL

Camundongos C57B1/6J machos com idade entre 8 e 10 semanas
foram anestesiados no dia 0 com quetamina (80 mg/kg SC) e xilazina (5mg/kg
SC). A segquir, foi realizada uma incisdo na virilha, dissec¢ao e exposi¢ao da
artéria femoral, clampeamento temporario da artéria femoral no nivel do
ligamento inguinal e arteriotomia distal a artéria epigastrica sob visualizagao

com microscopio cirurgico.
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Uma corda-guia 0,010” foi inserida na artéria femoral pelo orificio da
arteriotomia, o clampeamento foi removido e a corda-guia foi avancada até a
bifurcacdo com a aorta e recuada até a posi¢gao anterior por 3 vezes (total de
3 insergdes), visando causar lesdo endoluminal na artéria femoral comum.

Apos a retirada da corda-guia, o local da arteriotomia foi ligado (Figura 2).

Figura 2 - Anatomia da circulagao arterial do membro inferior e

abdominal de camundongos C57B1/6J.”

Aorta

Artéria lliaca

Artéria Femoral
Artéria Epigastrica

— Ligamento Inguinal
Artéria Safena

Arteriotomia e local da
ligadura

Observa-se o local da arteriotomia distal a artéria epigastrica.
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Essa técnica de lesdo da artéria femoral em camundongos foi descrita
por Roque e colaboradores. Conforme o artigo publicado por Roque, a técnica
ocasionou o desnudamento completo do endotélio do vaso lesado em 100%
dos casos estudados. Uma hora apds a lesdo, observou-se a presenca de
uma camada de leucdcitos, predominantemente neutréfilos, aderidos sobre
uma fina camada de plaquetas (Figura 3). Em uma semana, plaquetas e
macrofagos foram observados na superficie luminal do vaso lesado. As
artérias femorais de camundongos utilizados como controle ndo apresentaram

plaquetas e leucdcitos na superficie luminal (Figura 4).”

Nesse mesmo estudo de Roque e colaboradores, a hiperplasia intimal,
definida como uma lesao proliferativa localizada entre a superficie endotelial e
a lamina elastica interna, cobriu 87 + 4,3% da extensdo da lamina elastica
interna em 2 semanas e 89 + 6% em 4 semanas. A area intimal média foi de
9.655 + 1.258um? em 28 dias e a razdo area da intima/area da média foi de
1,1 £ 0,1 em 28 dias. Nado houve proliferacdo intimal nas artérias dos
camundongos-controle, portanto, a razao entre a area da intima e a area da
meédia foi igual a zero. A analise histolégica por meio da coloragdo com a-
actina mostrou que as células musculares lisas foram o0s principais
componentes celulares da proliferagdo neointimal decorrente da lesao

vascular.”
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Figura 3 - Resposta inflamatéria inicial a lesao em artéria femoral

de camundongo.

A. Corte transversal de artéria femoral de camundongo submetida a lesdo com
corda-guia. B. Presenca de leucécitos (neutréfilos) sobre a superficie luminal
da artéria femoral (seta curta) (200X). C. Neutréfilos (setas vermelhas)
aderidos a uma fina camada de plaquetas em castanho (setas azuis) que

envolve a superficie luminal do vaso (400X).”
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Figura 4 - Adesao precoce de plaquetas e leucécitos em artéria

femoral de camundongo lesada.

ﬁ\ PMN_____ B J
So cIBR® Q8 — — =
"’.:— -l ‘ B T ‘
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- A e C. Corte transversal de artéria femoral lesada.

- B e D. Corte transversal de artéria femoral ndo lesada (controle).

- A e B. Coloragdo com anticorpo especifico para antigeno plaquetario. As setas
longas indicam leucdcitos (neutréfilos) e as setas curtas a camada de plaquetas
coradas.

- C e D. Coloragado com anticorpo para os receptores P-seletina das plaquetas. As

setas curtas indicam a camada de plaquetas coradas.”

A lesdo por corda-guia determina desnudamento do endotélio,
deposicédo de plaquetas e fibrina e inflamagao vascular proeminente’, o que
torna este modelo experimental utii em demonstrar a funcdo de células
inflamatdrias  (leucocitos) recrutadas na modulagdo da formacgéao

neointimal.'>"4"®
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Conforme exposto acima, o modelo experimental descrito por Roque e
utilizado neste estudo assemelha-se muito com o processo de reparo a lesao
vascular, observado em humanos apés intervengao coronaria percutanea com

implante de stent.

Todos os animais sobreviveram até o momento da eutanasia planejada

sem sangramento ou sinais de infecgéo.

Os procedimentos e cuidados com animais foram revisados e aprovados
pelo Harvard Medical School Standing Committee on Animals, que segue as
regras estabelecidas pela American Association for Accreditation of

Laboratory Animal Care e pelo National Institutes of Health.

3.5 RETIRADA DA ARTERIA FEMORAL E COLETA DE TECIDO

Um dia (anticorpo de controle: n= 6; anti-M2: n= 6), 5 dias (anticorpo de
controle: n=9; anti-M2: n= 9) ou 28 dias (anticorpo de controle: n=9; anti-M2:
n= 9) apos a lesdo vascular, foi administrada anestesia, a cavidade peitoral foi
aberta e a eutanasia dos animais foi realizada por sangramento mediante

incisao no atrio direito.

Um cateter tipo butterfly (medida= 22) foi inserido no ventriculo esquerdo

para perfusdo in situ de solugdo salina 0,9%, seguida de fixacdo com
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paraformaldeido 4% em 0,1M de tampéo fosfato (pH= 7,3) por 10 minutos, a

uma pressédo de 100mmHg.

As artérias femorais direita e esquerda foram retiradas e imersas em
paraformaldeido tamponado para posterior anadlise de morfometria e

imunohistoquimica.

Todos os animais receberam BrdU na dose de 50mg/kg intraperitoneal
(IP), 18 horas e 1 hora antes da eutanasia, para avaliar a proliferacdo celular

na parede da artéria femoral.

O baco e o intestino delgado de 3 animais foram utilizados como
controle das reagdes de imunohistoquimica, devido a presenca de abundante

tecido linféide (leucdcitos) nesses tecidos.

3.6 HISTOLOGIA E MORFOMETRIA

As artérias femorais retiradas foram inicialmente fixadas em formalina e
posteriormente processadas e emblocadas em parafina. Foram realizados 2
cortes transversais com 1mm de distancia entre os mesmos, os quais foram

corados pela técnica de hematoxilina/eosina e pela coloracédo de Verhoeff.

Um pesquisador sem conhecimento do grupo tratamento aferiu as areas

luminal, intimal e medial de cada plano transversal, utilizando um microscoépio
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equipado com uma camera CCD acoplada a um computador com o software

NIH Image v1.60 (Figura 5).

A area luminal foi definida como a area interna cercada pela camada de
células endoteliais; a area intimal foi definida como a area entre o lumen e a
lAmina elastica interna; e a area medial foi definida como a area entre as

[aminas elasticas interna e externa.

Figura 5 - Corte transversal de artéria femoral de camundongo.

1. Lumen. 2. Neointima. 3. LAmina elastica interna. 4. Média. 5. Lamina

elastica externa.
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Também foi calculada a razdo entre as areas intimal e medial (area
intimal/area medial), para avaliar o efeito da inibicdo da interacdo Mac-1-
GPIlba nesta relagao, assim como para permitir futuras comparagdes com

modelos experimentais utilizando animais de maior porte.

A area delimitada pela lamina elastica externa foi aferida para avaliar o
comportamento do tamanho do vaso nos dois grupos no decorrer do tempo,

ou seja, determinar se houve remodelamento positivo ou negativo do vaso.

Os resultados dos 2 cortes transversais de cada artéria foram utilizados
para o calculo da média, a qual foi considerada na avaliagcdo e analise

estatistica dos dados.

Para o calculo da area medial e a avaliacao da lamina elastica externa
em condi¢des basais, ou seja, antes da lesao ou tratamento com anticorpo
anti-M2, um grupo de camundongos (n=5) foi sacrificado para a realizagédo de

morfometria quantitativa.

3.7 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica foi realizada utilizando a técnica de
imunoperoxidase pelo sistema avidina-biotina, utilizando-se os anticorpos anti-

CD45 (antigeno comum leucocitario) de camundongos, marcador especifico
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para neutrofilos de camundongos (anticorpo monoclonal 7/4), marcador Mac-3
especifico para macréfagos de camundongos (anticorpo monoclonal M3/84) e

BrdU.

O anticorpo anti-CD45 reage tanto com aloantigenos como com todas
as isoformas do antigeno comum leucocitario CD45+. O CD45 é uma
glicoproteina transmembréanica expressa em altos niveis na superficie celular
de todas as células de origem hematopoiética, exceto eritrocitos. Sua
presenca distingue os leucdcitos dos eritrocitos e das células n&o-

hematopoiéticas.

O anticorpo monoclonal 7/4 reconhece o antigeno 7/4 que é uma

glicoproteina polimoérfica presente na superficie celular de neutrofilos.

O anticorpo monoclonal M3/84, também denominado anti-CD163, reage
com o receptor Mac-3, especifico de macréfagos, que € uma glicoproteina
expressa na superficie celular de macrofagos. Convém destacar que esta
glicoproteina ndo €& expressa por monocitos, células precursoras dos

macrofagos.

A BrdU utiliza a substituicdo de nucleotideo para trocar timidina por
uridina na estrutura do DNA de células em divisao, tanto in vitro como in vivo.
A identificacdo das células marcadas por esta técnica permite avaliar e

quantificar a proliferacdo de células jovens ou recém-formadas. Portanto, esta
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técnica constitui uma importante ferramenta na avaliagdo da proliferagdo de
células musculares lisas, que predominam na composicdo da hiperplasia

neointimal decorrente da resposta inflamatdria a lesdo vascular.

Cortes transversais de artéria femoral, corados imunologicamente, foram
avaliados para quantificar o numero de células positivamente imunocoradas

em relacdo ao numero total de células.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + desvio-padrao (DP); as
comparagodes entre os grupos foram realizadas por teste t ndo pareado; e os
valores de probabilidade foram considerados estatisticamente significativos

quando inferiores a 0,05.
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A importancia da interagdo ayp,—GPlba no recrutamento de leucdcitos e
na formagao da neointima foi determinada através da lesdo da artéria femoral
com corda-guia em camundongos tratados com anticorpo anti-M2 ou IgG n&o-

imune (controle) antes e intercaladamente durante 12 dias apds a leséo.

4.1 AVALIACAO QUANTITATIVA DE LEUCOCITOS, NEUTROFILOS E
MACROFAGOS NA ARTERIA FEMORAL DE CAMUNDONGOS APOS

A LESAO VASCULAR COM O BLOQUEIO DA INTERAGAO oy

GPlba

Primeiramente, examinou-se o recrutamento de leucocitos pos-lesdo em
relagdo ao tempo. A funcdo da interagdo ayp,—GPlba neste processo foi
estabelecida, visto que houve diferengca no acumulo de leucdcitos na parede
do vaso do grupo de camundongos tratados com o peptideo M2 ou anti-M2

em comparagao ao grupo controle.

As células inflamatorias CD45-positivas (leucécitos) invasoras da
camada média do vaso no primeiro dia pos-lesdo foram reduzidas em 75%,
ou seja, de 7,9 + 5,0% do total de células na camada média do grupo de
camundongos tratados com IgG ndo-imune (controle) para 2,0 £ 1,6% no

grupo tratado com anti-M2 (p=0,021) (Tabela 1) (Grafico 1) (Figura 6).
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O acumulo de leucécitos na neointima em desenvolvimento também foi
significativamente reduzido mediante o tratamento com anti-M2, pois houve
uma reducao de 42% em 5 dias (controle: 42,3 + 12,9% do total de células na
neointima versus anti-M2: 24,6 + 10,8%; p=0,047) e de 58% em 28 dias
(controle: 7,9 + 3,0% versus anti-M2: 3,3 + 1,3%; p=0,012) no grupo de
camundongos tratados com anti-M2 em comparagdo ao grupo controle

(Tabela 1) (Grafico 1) (Figura 6).

Tabela 1 - Analise quantitativa de leucoécitos, neutréfilos e

macréfagos na artéria femoral de camundongos apés a lesao

vascular

Controle Anti-M2 p
Leucdcitos (CD45+), %
1° dia (média) 7,945,0 2,0+1,6 0,021
5° dia (neointima) 42,3+12,9 24,6+10,8 0,047
28° dia (neointima) 7,943,0 3,3%1,3 0,012
Neutrofilos (MAb7/4+), %
1° dia (média) 8,916,7 2,2+1,6 0,043
5° dia (neointima) 26,2+8.0 13,9449 0,036
Macrofagos (Mac-3+), %
5° dia (neointima) 13,846,2 6,5+4,7 0,040
28° dia (neointima) 7,4+3,7 3,1£1,2 0,022
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Grafico 1 - Acumulo de leucécitos (CD45+) na artéria femoral de

camundongos apods a lesdo vascular.

Camada Média - 1° dia Camada intima - 5° dia
% 20 % 60
p=0,021 p=0,047
15
40
104+ I75% $42%
20 -
5 _
0 - 0 -
Controle  Anti-M2 Controle Anti-M2

Camada intima - 28° dia

% 20

p=0,012
15

04— 458% |

Controle  Anti-M2

A analise de células CD45-positivas foi expandida por técnicas
imunolégicas de coloracgao utilizando marcadores celulares especificos, com o

objetivo de quantificar a presenga de neutrofilos e macréfagos.
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Figura 6 - Fotografias de artérias femorais de camundongos

apos a lesao vascular.

(a) Anticorpo-controle (38X); (b) anti-M2 (38X); (c) anticorpo-controle (150X); (d)
anti-M2 (150X). As setas longas indicam a lamina eléstica interna e as setas curtas a
lamina elastica externa. A neointima separa a lamina elastica interna do lumen.
Células CD45+ em castanho (150X): (e) anticorpo-controle - 1° dia; (f) anti-M2 - 1°
dia; (g) anticorpo-controle - 5° dia; (h) anti-M2 - 5° dia; (i) anticorpo-controle - 28° dia;

e (j) anti-M2 - 28° dia.
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O acumulo de neutrdfilos (células positivas para o anticorpo monoclonal
7/4), dentro da camada média do vaso no primeiro dia pés-lesao, foi reduzido
em 75% no grupo de camundongos tratados com anti-M2, em relacdo ao
grupo controle (controle: 8,9 + 6,7% versus anti-M2: 2,2 + 1,6%; p=0,043). Em
5 dias pés-lesdo, o acumulo de neutrofilos na neointima em desenvolvimento
foi 47% menor no grupo de camundongos tratados com anti-M2, em
comparagao ao grupo controle (controle: 26,2 + 8,0% versus anti-M2: 13,9 +
4,9%; p=0,036). Nao foram detectados neutréfilos nas camadas intima e
média em 28 dias pds-lesdo em ambos os grupos de tratamento (Tabela 1)

(Gréfico 2).

Grafico 2 - Acumulo de neutréfilos (Mab7/4+) na artéria femoral de

camundongos apods a lesao vascular

Camada Média - 1° dia Camada intima - 5° dia
% 20 % 40
p=0,043 p=0,036
15 30
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Controle Anti-M2 Controle Anti-M2

ALEXANDRE DO CANTO ZAGO



RESULTADOS 43

Os macréfagos (células positivas para Mac-3) foram praticamente

indetectaveis no primeiro dia pos-lesdo (<0,5% do total de células da camada

média). Em 5 dias pods-lesdo, o acumulo de macréfagos na neointima foi

reduzido em 53% no grupo de camundongos tratados com anti-M2, em

relacdo ao grupo controle (controle: 13,8 + 6,2% versus anti-M2: 6,5 + 4,7%;

p=0,040). Enquanto que, em 28 dias pos-lesdo, houve redugdo de 58% no

acumulo de macrofagos na neointima de camundongos tratados com anti-M2,

em relagdo ao grupo controle (controle: 7,4 + 3,7% versus anti-M2: 3,1 +

1,2%; p=0,022) (Tabela 1) (Grafico 3).

Grafico 3 - Acumulo de macréfagos (Mac-3+) na artéria femoral

de camundongos apoés a lesao vascular
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4.2 EFEITO DO BLOQUEIO DA INTERAGAO ayp~GPlbo. SOBRE A

PROLIFERAGAO CELULAR APOS A LESAO VASCULAR

Proliferacdo celular expressiva foi observada em 5 dias apds a lesao
vascular no grupo de camundongos tratados com anticorpo-controle e a

proliferacao celular continuou ainda evidente em 28 dias.

Entretanto, o tratamento de camundongos com o anticorpo anti-M2
determinou uma reducgéao estatisticamente significativa de 64% da proliferacéo
celular na camada média do vaso em 5 dias apds a lesao (controle: 5,0 +
2,9% do total de células na camada média do vaso versus anti-M2: 1,8 +
0,5%; p=0,043) e de 47% da proliferacdo celular na camada intima do vaso
em 28 dias (controle: 3,8 + 1,7% do total de células na camada intima do vaso

versus anti-M2: 2,0 + 1,2%; p=0,047) (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise quantitativa da proliferagcao celular (células

BrdU+) na artéria femoral de camundongos apés a lesdo vascular

Controle Anti-M2 p
Células BrdU+, %
5° dia (média) 5,0£2,9 1,8+0,5 0,043
28° dia (neointima) 3,8+1,7 2,0%£1,2 0,047
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43 EFEITO DO BLOQUEIO DA INTERAGAO oyp~GPlba NA
MORFOMETRIA QUANTITATIVA DAS AREAS INTIMAL E MEDIAL

APOS A LESAO VASCULAR

Em camundongos tratados com o anticorpo-controle, o espessamento
intimal iniciou 5 dias apds a lesdo e progrediu significativamente entre 5 e 28

dias pos-lesao.

O bloqueio da interagédo ayp.—GPIlba, promovido pelo tratamento com o
anticorpo anti-M2 ou peptideo M2, resultou na diminuicdo do espessamento
intimal (neointima) em 5 dias apds a lesdo, em relacdo ao grupo-controle
(controle: 921 + 534um? versus anti-M2: 505 + 357um?; p=0,077), assim como
na reducdo estatisticamente significativa da neointima em 28 dias em
comparagdo ao grupo-controle (controle: 10.395 + 3.549um? versus anti-M2:

4.561 + 4.915um?; p=0,012) (Tabela 3) (Figura 6).
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Tabela 3 - Analise morfométrica das areas intimal e medial da artéria

femoral de camundongos apés a lesao vascular

Controle Anti-M2 p

Area da Camada intima (um2)

5° dia 921+534 505+£357 0,077

28° dia 10.395+3.549 4.561+4.915 0,012
Area da Camada Média (um?2)

0 dia 9.583+1203 ND

5° dia 10.839£1.297 11.211£1.642 0,62

28° dia 9.342+1.762 9.172+1.925 0,85
Area intima/Média
5° dia 0,08+0,05 0,05+0,03 0,079
28° dia 1,20£0,62 0,53+0,62 0,036

Portanto, o bloqueio da interagdo oyp—GPlba em camundongos
tratados com o anticorpo anti-M2 ou peptideo M2 determinou uma reducédo de

56% do espessamento intimal em 28 dias, em relacdo ao grupo-controle

(Gréfico 4).
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Grafico 4 - Area intimal da artéria femoral de camundongos em

28 dias apos a lesao vascular
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A area da camada média nao foi afetada pelo tratamento com o
anticorpo anti-M2, em 5 ou 28 dias, apos a lesédo vascular. Assim sendo, a
relacéo entre as areas da camada intima e da camada média expressa pela
razdo area intimal/area medial (I:M), em 28 dias, foi 56% inferior nos
camundongos tratados com o anticorpo anti-M2, em comparacédo ao grupo-
controle (controle: 1,20 + 0,62 versus anti-M2: 0,53 + 0,62; p=0,036) (Tabela

3) (Grafico 5).
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Grafico 5 - Razdao entre a area da camada intima e a area da

camada média (I:M) em 28 dias apo6s a lesao vascular
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4.4 MORFOMETRIA QUANTITATIVA DA LAMINA ELASTICA EXTERNA
DA ARTERIA FEMORAL DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM

ANTI-M2 APOS A LESAO VASCULAR

O espessamento das camadas intima e média foi acompanhado por
progressivo aumento de tamanho do vaso (remodelamento positivo),
conforme avaliado pela afericdo da area da lamina elastica externa em

diferentes periodos de tempo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Area da lamina elastica externa da artéria femoral de

camundongos apoés a lesao vascular

Controle Anti-M2 p
Lamina Elastica Externa, um?
0 dia* 31.792+11.293 NA
5° dia 35.491+4.915  29.258+9.217 0,12
28° dia 34.692+8.955 34.651+8.351 0,99

* A area da lamina elastica externa foi determinada antes da lesdo vascular
NA significa ndo aferido

O remodelamento positivo do vaso foi semelhante nos dois grupos de
tratamento, tanto em 5 dias (p=0,12) quanto em 28 dias apds a lesao vascular

(p=0,99).
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Neste estudo, foi demonstrado que o anticorpo que possui como alvo o
segmento P?*'-K*' do dominio loy reduz o acumulo de leucdcitos, a
proliferacao celular e o espessamento da neointima apds a lesao vascular in
vivo. Essas observagdes demonstram que a GPlba das plaguetas € um
ligante fisiologicamente relevante para o receptor oy, (Mac-1) dos leucocitos
e que a interagado ayp,-GPIba € fundamental para a atividade pré-inflamatoria

do leucécito no processo de reparo a lesdo vascular.

A integrina a2 regula importantes fungdes leucocitarias como adeséao,
migragao, coagulagao, protedlise, fagocitose, estresse oxidativo e sinalizagao
: . . : A A 76,77 78 79

por ligar-se a diversos ligantes, tais como fibrinogénio™ ", ICAM-1"", fator X"7,

C3bi’®, GPIba**%° e JAM-3%.

A identificacdo precisa do ligante responsavel pelo acumulo de
leucdcitos nos locais de lesdo vascular cobertos por plaquetas aderidas era
até o momento desconhecida. Embora estudos prévios mostraram que a
integrina oy, facilita diretamente o recrutamento de leucocitos nos locais de
deposicdo de plaquetas e fibrina*®, a verdadeira importancia bioldgica de
contra-receptores de plaquetas para oyp,, tais como GPlba, JAM-3 e

fibrinogénio ligado a GPIIb/llla, € pouco conhecida.
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Um estudo prévio de Simon e colaboradores, no qual foi efetuado o
bloqueio da integrina ayPB, com o anticorpo monoclonal M1/70, nao foi
conclusivo em relagcdo a identificacdo do contra-receptor fisioldgico para a
integrina auP2, porque o M1/70 é um anticorpo pan ligante, ou seja, bloqueia
todo o receptor Mac-1(owp2).”®> Por esse mesmo motivo, ndo é possivel a
utilizagdo do M1/70 em estudos clinicos, apesar dos resultados satisfatorios
nesse estudo experimental, visto que a integrina oyufB, regula importantes
fungdes leucocitarias e seu bloqueio total determinaria efeitos adversos

graves e potencialmente letais.

Outro estudo de Simon e colaboradores identificou a oy, como um
determinante molecular de espessamento da neointima apo6s lesdo vascular.
Verificou-se que a auséncia seletiva de oy, em camundongos deficientes da
integrina Mac-1 prejudica a migragao de leucdcitos transplaquetarios para o
interior da parede do vaso, diminuindo o acumulo de leucdcitos na camada
meédia do vaso e o espessamento da neointima apds angioplastia
experimental. Nesse mesmo estudo, a deficiéncia de ayf, foi associada com

uma redugao de 67% no actimulo precoce de leucécitos.®

De modo interessante, a magnitude da redug¢do do acumulo precoce de
leucdcitos no estudo anteriormente descrito foi similar aquela obtida com o
blogueio da interagédo ayp.-GPIba através do peptideo M2 no presente estudo

(75% de inibicdo de células CD45 positivas), sugerindo que o recrutamento de

ALEXANDRE DO CANTO ZAGO



DISCUSSAO 53

leucécitos € largamente dependente da interacao entre ayp. € GPlba. Essa
observacao também é consistente com outra decorrente de um estudo in vitro
previamente realizado por Simon e colaboradores, na qual a interacao
predominante entre neutrofilos e plaquetas aderidas a uma superficie, depois
de vigorosas lavagens, parece ser mediada pela interagcao oyp2-GPlba, visto
que o peptideo M2 ocasionou inibicao superior a 80% da adesdo de

neutrofilos®.

A relativa especificidade da acdo inibitéria do anti-M2 em relacdo a
GPlba, ou seja, ndo interage com a ICAM-1, o fibrinogénio e a JAM-3, sugere
uma contribuigdo pequena de outros ligantes para a integrina ayf2 no

contexto da lesdo vascular, com endotélio desnudo e deposicéo plaquetaria.”

Outros potenciais ligantes para a integrina o3, presentes na membrana
das plaquetas incluem o fibrinogénio que se liga a GPIIb/llla’®"", a ICAM-2%" e

a JAM-3%,

A interacao leucdcito-plaqueta, mediada por pontes de fibrinogénio entre
amPB2 e GPIlIb/llla, foi estudada por Ostrovsky e colaboradores, que
demonstraram, em um estudo experimental in vitro, que tanto peptideos
RGDS quanto a troca de plaquetas normais por plaquetas trombasténicas
(auséncia de GPIIb/llla) ndo afetam o acumulo de leucécitos sobre uma

superficie de plaquetas.®? A deficiéncia de B; (subunidade da GPllla) também
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nao afetou o recrutamento de leucdécitos ou a formacao de neointima em
camundongos submetidos a modelo experimental de lesdo da artéria femoral,

idéntico ao do presente estudo.™

Embora a integrina ayp, ligue-se com a ICAM-1, este receptor ndo €&
encontrado em plaquetas, as quais expressam um receptor similar - ICAM-2.
Diacovo e colaboradores demonstraram que o bloqueio da ICAM-2 nao tem
efeito na firme adesdo de neutréfilos sobre uma superficie de plaquetas

ativadas, sob fluxo continuo.*®

Por fim, Santoso e colaboradores publicaram recentemente que a
integrina aup, também pode se ligar a JAM-3 das plaquetas, cooperando com
a GPlba para a adesao entre neutrdfilos e plaquetas in vitro.®° Entretanto, foi
demonstrado em um estudo prévio que o anti-M2 teve um efeito inibitério

minimo (13% de inibigdo) na interagao entre os receptores a2 e JAM-3.7°

Um estudo in vitro realizado por Simon e colaboradores, utilizando o
peptideo M2, evidenciou que o recrutamento de leucdcitos pelas plaquetas é
mediado em grande parte pela interagdo entre a integrina Mac-1 (aup2) dos
leucécitos e a GPlba das plaquetas, tanto em humanos quanto em
camundongos, uma vez que o modelo biologico é muito similar e os
percentuais de inibicdo resultantes dos estudos de adesdo foram

estatisticamente significativos e comparaveis (80% em humanos e 70% em
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camundongos). Mesmo sob condigdes de fluxo, os resultados de inibicdo da
adesdo também foram estatisticamente significativos e similares (92% em

humanos e 81% em camundongos).”

No presente estudo, os dados do experimento de lesdo vascular em
camundongos permitem concluir que o recrutamento de leucdcitos, apos a
lesdo vascular, € dependente da interagao entre a integrina Mac-1 e a GPlbaq,
pois um anticorpo especifico (anti-M2 ou peptideo M2) direcionado ao
bloqueio do segmento P?*'-K*'" do dominio lay, que € responsavel pela
interacdo da integrina Mac-1 do leucécito com a GPlba da plaqueta,
promoveu uma reducgado estatisticamente significativa de 75% no acumulo de
leucdcitos na camada média da parede do vaso, no primeiro dia pos-leséo, e
reduziu em 42% e 58% o acumulo de leucécitos na camada intima da parede

do vaso, em 5 e 28 dias apos a lesao vascular, respectivamente.

Da mesma forma, os dados da morfometria deste experimento de leséo
vascular evidenciaram, através da neutralizacdo da interacdo Mac-1-GPlba,
que esta interacdo modula a proliferacdo celular vascular e a formacéao
neointimal. O anticorpo anti-M2 direcionado ao bloqueio da interacdo Mac-1-
GPIba foi capaz de reduzir significativamente a proliferagdo celular na
camada média da parede do vaso em 64%, no quinto dia pos-lesdo, e a

proliferagcdo celular na camada intima em 47%, em 28 dias apds a lesao,
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assim como também diminuiu a formacio neointimal em 56%, em 28 dias

apos a leséo vascular (p=0,012).

Embora o tratamento com o anti-M2 tenha reduzido o espessamento da
neointima em 56%, um efeito inibitério menos robusto, quando comparado ao
percentual de 80% de inibicdo do espessamento da neointima, com a
completa deficiéncia de ayf, em camundongos geneticamente modificados,
em relagdo a camundongos selvagens, o resultado do anti-M2, neste primeiro
estudo in vivo, foi melhor ou pelo menos similar ao efeito da rapamicina em

estudos experimentais.

Um estudo em ratos submetidos a les&o da artéria carétida com cateter-
baldo mostrou reducdo de 45% do espessamento neointimal no grupo de
ratos tratados com rapamicina, em 14 dias, em comparagdo ao grupo
controle.®® Outro estudo, realizado por Gallo e colaboradores, demonstrou que
a administracdo de rapamicina via intramuscular, 3 dias antes e 14 dias apods
a angioplastia com cateter-baldo superdimensionado, em artéria coronaria,
reduziu o espessamento da neointima em 50%, em relagdo ao grupo controle

no periodo de 28 dias.?

Do mesmo modo, o resultado do anti-M2 foi melhor ou pelo menos
comparavel a maioria dos estudos com paclitaxel. Drachman e colaboradores
evidenciaram uma reducao de 50% do espessamento neointimal em artérias

iliacas de coelhos tratados com paclitaxel e submetidos a implante de stents,
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em relagdo ao grupo controle.®* Um estudo em ratos, utilizando um modelo de
lesdo em artéria carétida, mostrou uma reducdo de 70% do espessamento
neointimal no grupo tratado com paclitaxel.®® Dois estudos em suinos tratados
com stent superdimensionado, em artéria coronaria, demonstraram que 0s
stents recobertos com paclitaxel reduziram o espessamento da neointima em

40%, no periodo de 4 semanas, em comparacdo ao grupo controle.?”8

Deve-se ressaltar que a rapamicina e o paclitaxel sdo os farmacos
antiproliferativos celulares atualmente utilizados nos stents com eluicdo de

farmacos, também denominados stents farmacologicos.

O primeiro estudo com stent com eluicdo de rapamicina em humanos
mostrou taxa de reestenose angiografica igual a 0% em 4 e 12 meses.***° Os
estudos randomizados evidenciaram redugdo estatisticamente significativa
das taxas de reestenose intra-stent em 8 meses de 35,4-41,7% no stent
convencional para 3,2-3,9% no stent com eluicdo de rapamicina.’’® Do
mesmo modo, o estudo RESEARCH, que avaliou o desempenho do stent
com eluicdo de rapamicina no mundo real, ou seja, em pacientes nao
selecionados por critérios de inclusdo ou exclusdo, confirmou esses
promissores resultados na pratica da Cardiologia Intervencionista, com indice

de reestenose intra-stent de 6,3% em 6 meses.*

O primeiro estudo com stent com eluicdo de paclitaxel em humanos

também mostrou taxa de reestenose angiografica em 6 meses de 0%%,

ALEXANDRE DO CANTO ZAGO



DISCUSSAO 58

enquanto os estudos randomizados evidenciaram redugdo da taxa de
reestenose angiografica em 6-9 meses de 17,9-24,4% no stent convencional
para 2,3-5,5% no stent com eluicdo de paclitaxel®*®. O estudo T-SEARCH
avaliou os resultados do stent recoberto com paclitaxel no mundo real e
evidenciou necessidade de revascularizacdo do vaso-alvo em pacientes

selecionados por critério clinico de apenas 5,4%, no periodo de 1 ano.”’

Diante dos resultados dos estudos experimentais e clinicos com a
rapamicina e o paclitaxel, assim como do resultado inicial do bloqueio da
interacdo Mac-1-GPIba com o anticorpo anti-M2, neste estudo experimental,
pode-se inferir a existéncia de um potencial beneficio angiografico e clinico
para o anti-M2 ou peptideo M2. Obviamente, diferengcas na metodologia, via
de administracdo dos farmacos e espécie de animais utilizados nos estudos
experimentais citados com rapamicina e paclitaxel devem ser considerados na
avaliacdo dos resultados quando comparados aos obtidos no presente

estudo.

Portanto, a neutralizacdo da interacdo Mac-1-GPlba mediante o
bloqueio do segmento owm(P?°'-K*'"), com o anticorpo anti-M2, parece ser uma
novidade terapéutica promissora para a prevencdo da reestenose apds a
intervencdo coronaria percutanea. Entretanto, estudos adicionais com a

liberagao local de anti-M2 em diferentes doses sao fortemente recomendados,
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visto que a liberagao local provou ter um papel fundamental para o sucesso

dos stents recobertos com farmacos antiproliferativos celulares.

Além disso, o anti-M2 reduz a firme adesdao e a transmigracdo de
leucécitos em locais de deposicao de plaquetas, um dos primeiros passos da
inflamacgao vascular. Assim sendo, o anti-M2 apresenta um efeito potencial
contra a inflamagao vascular e igualmente parece ser promissor no controle

e/ou prevencao da doenga arterial coronaria e vascular agressiva/progressiva.

Uma das limitagbes deste estudo € que nado se pode descartar a
contribuicdo de outros ligantes do receptor ayp, € fungdes do mesmo, assim
como nao se pode excluir a participacdo de outras moléculas de adeséao

celular na resposta biolégica a lesédo vascular.

Igualmente, n&o foi avaliada a fungdo da camada adventicia da parede
do vaso como uma fonte de células inflamatdrias infiltrantes, o que constitui
outra limitagcdo do estudo. Leucdcitos podem infiltrar a parede do vaso tanto
através do lumen quanto através da adventicia, entretanto o recrutamento de
leucodcitos, via camada adventicia, é dificil de ser avaliado de forma confiavel
neste modelo experimental devido a necessidade de disseccéo e isolamento
da artéria dos tecidos circundantes para a realizagao da lesdo com a corda-

guia.
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Ademais, embora o espessamento das camadas intima e média foi
acompanhado por progressivo aumento de tamanho do vaso ou
remodelamento positivo, que foi similar nos camundongos tratados com
anticorpo anti-M2 ou controle, as células da camada vascular adventicia
influenciam o remodelamento vascular®®, sugerindo que modelos
experimentais alternativos de lesdo vascular serdo necessarios para

investigar as respostas da camada vascular adventicia a les&o.

Por fim, o modelo experimental utilizado ndo contempla a presenca de
placa aterosclerdtica preexistente no local do processo inflamatério e o
implante de stent, fatores que podem ser considerados limitagdes adicionais
deste estudo, visto que difere da pratica clinica de tratamento de lesdes

ateroscleréticas com implante de stent.
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Este estudo permite concluir que:

(1) o recrutamento de leucocitos apds a lesdo vascular € dependente da
interagdo entre a integrina Mac-1 dos leucdcitos e a glicoproteina Iba das

plaquetas; e

(2) a neutralizagdo da interacao entre a integrina Mac-1 e a glicoproteina

Iba inibe a proliferacao celular e a formagao neointimal.
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