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RESUMO

Farias, DS. Associacao entre inflamacéo do tecido adiposo epicardico e doenca arterial
coronariana: um estudo clinicopatolégico [Dissertacao]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Introducao: Dentre as doencas cardiovasculares, as doencas isquémicas do coracao (DIC) séo
a principal causa de morte e incapacidade em todo o mundo. A aterosclerose é a principal causa
das DIC, e a inflamacéo do tecido adiposo epicardico (TAE) parece estar associada a doenga
arterial coronariana (DAC). A inflamacéao no TAE periplaca proxima a placa de ateroma, pode ter
um papel ativo na inflamacéo, contribuindo para a patogénese da aterosclerose. Entretanto, ndo
ha evidéncias conclusivas se esta inflamacao esta presente apenas no TAE préximo a placa de
ateroma ou se é um processo que envolve todo o TAE. Além disso, a associacdo entre a
inflamacdo do TAE e placas instaveis, assim como o papel dos linfécitos B no processo
inflamatério, ainda ndo foram investigados em estudos de autdpsia. Objetivo: Investigar a
associacao entre inflamacéo no TAE perivascular e DAC num estudo clinicopatoldgico. Métodos:
Trata-se de um estudo transversal, com material de autépsia coletado no Servico de Verificacdo
de Obitos da Capital da Universidade de S&o Paulo (SVOC-USP), apés a aceitagéo do familiar
através do termo de consentimento livre e esclarecido. A entrevista clinica semiestruturada foi
feita com o familiar. Artérias coronarias foram dissecadas junto com o TAE e fixadas em formol
a 4%. Fragmentos das artérias coronarias (tronco esquerdo, descendente anterior, circunflexa e
direita) foram amostrados no local de maior obstru¢cdo ou com sinal de lesdes instaveis, além de
um fragmento distal sem aterosclerose significativa. O tecido adiposo epicérdico perivascular
adjacente periplaca (TAPp), distal a placa (TAPaa), subcutaneo (TAS) e perirrenal (TAPr) foram
amostrados. As lesbes ateroscleréticas foram classificadas de acordo com a estabilidade da
placa para estabelecer a divisdo dos grupos, e a porcentagem de obstrucéo arterial foi
mensurada por métodos morfométricos. A quantificagdo de células inflamatérias nos tecidos
adiposos foi feita através da digitalizacao de laminas coradas através de imunoistoquimica: CD68
(macréfagos), CD3 (linfocitos T) e CD20 (linfécitos B). O nimero de células inflamatérias foi
comparado entre os dois grupos em todos os fragmentos, utilizando modelos lineares
generalizados ajustados para fatores de confusdo. Resultados: Foram incluidos 82 individuos
(162 fragmentos de artérias coronarias com placas estaveis e 84 fragmentos com placas
instaveis). Houve um aumento do numero de macréfagos (B: 0,008; 1C95% 0,002; 0,014;
p=0,007) e linfécitos B (B: 0,009; IC95% 0,002; 0,015; p=0,01) com o aumento da porcentagem
de obstrucéo arterial. Observamos também maior nimero de linfcitos B na presenga de placas
instaveis (B: 0,554; 1C95%0,194; 0,914; p=0,002). Estas associa¢des foram restritas a placa
aterosclerética, quando comparado com TAPaa. Houve aumento do nimero de macréfagos (B:
5,717; 1C95% 1,802; 9,632; p=0,004) e linfocitos T (B: 0,991; IC95% 0,030; 1,951; p=0,04) com
0 aumento da obstrucdo arterial nas artérias coronérias no TAPp, em relacdo ao TAS. O nimero
de macréfagos também aumentou no TAPp em relagédo ao TAPr (B: 5,523; 1C95% 0,910; 10,136;
p=0,01) com o aumento da porcentagem de obstrucéo arterial, e na presenca de placas instaveis
(B: 12,781; 1C95%4,363; 21,200; p=0,002). Conclusdo: Macrofagos e linfécitos B no TAPp foram
associados a DAC, e esta inflamacéo foi restrita ao TAPp em relacao a todos os tecidos adiposos
controles. Desta forma, a inflamagdo no TAPp parece estar associada a maior porcentagem de
obstrucéo e instabilidade da placa de aterosclerose.

Descritores: aterosclerose; inflamacgéo; tecido adiposo; autdpsia; macroéfagos; Linfécitos T;
linfocitos B.



ABSTRACT

Farias, DS. Association between inflammation in perivascular epicardial adipose tissue
and coronary artery disease: a clinical pathological study [Dissertation]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2016.

Introduction: Among the cardiovascular diseases, ischaemic heart disease (IHD) is the main
cause of mortality and morbidity worldwide. Atherosclerosis is the main cause of IHD, and
inflammation in the epicardial adipose tissue (EAT) seems to be associated with coronary artery
disease (CAD). Inflammation in the EAT proximal to the atherosclerotic plague could have an
active role in the inflammation that contributes to atherosclerosis pathophysiology. However,
controversy remains whether this inflammation is only adjacent to the atherosclerotic plaque or
whether it is present in the whole EAT. Moreover, the association between inflammation in EAT
and unstable plaques, as well as the role of B-lymphocytes in the inflammatory process, have not
been investigated yet. Aim: To investigate the association between inflammation in perivascular
epicardial adipose tissue (PAT) and CAD in a clinicopathological study. Methods: This cross
sectional study used autopsy material collected at the Sao Paulo Autopsy Service (SPAS) from
University of Sao Paulo, after informed consent term sign by the next-of-kin (NOK). A semi-
structured clinical interview was applied to the NOK. Coronary arteries were dissected with PAT
and fixed in 4% buffered formalin. Coronary artery fragments (left trunk, anterior descending,
circumflex, and right coronary) were sampled at the region with the greatest obstruction or
unstable plaque, and also at a distal region without atherosclerosis. PAT adjacent to the
atherosclerotic plaque (PATp), distal to the plague (PATd), subcutaneous adipose tissue (SAT),
and perirenal adipose tissue (PrAT) were sampled. Atherosclerotic plaque fragments were
classified regarding plaque stability, and percentage of arterial obstruction measured by
morphometric methods. The number of inflammatory cells in adipose tissues was counted in
slides stained using immunohistochemistry: CD68 (macrophages), CD3 (T-lymphocytes), CD20
(B-lymphocytes). The number of inflammatory cells in all fragments was compared using
generalized linear models adjusted for confounders. Results: 82 participants were included (162
fragments of coronary arteries with stable plaques and 84 fragments with unstable plaques). The
number of macrophages (B: 0.008; 1C95% 0.002; 0,014; p=0.007) and B-lymphocytes (: 0.009;
1C95% 0.002; 0.015; p=0.01) increased with the percentage of arterial obstruction. We observed
a large number of B-lymphocytes in the presence of unstable plaques (B: 0.554; IC95% 0.194;
0.914; p=0.002). These associations were restricted to PATp, when compared to PATd. The
number of macrophages (3: 5.717; IC95% 1.802; 9.632; p=0.004) and T-lymphocytes were
greater in the PATp than in the SAT (B: 0.991; 1C95% 0.030; 1.951; p=0.04). The number of
macrophages was also greater in the TAPp compared to PrAT with the increase of the percentage
of arterial obstruction (B: 5.523; IC95% 0.910; 10.136; p=0.01), and in presence of unstable
plaques (B: 12.781; 1C95% 4.363; 21.200; p=0.002). Conclusion: Macrophages, and B-
lymphocytes were associated with CAD, and this association was restricted to PATp when
compared to all other adipose tissues. Therefore, inflammation in PATp seems to be associated
with greater arterial obstruction and atherosclerotic plaque instability.

Descriptors: atherosclerosis; inflammation; adipose tissue; autopsy; macrophages; T-
lymphocytes; B-lymphocytes.



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Dados epidemiolégicos

Em 2012, as doencas ndo transmissiveis (DNT) foram responséveis por
38 milhdes de mortes por ano, que equivale a 68% do total de mortes no mundo.
Entre as mortes prematuras (6bitos abaixo dos 70 anos de idade), as DNT foram
guase a metade das causas de morte (52%). Dentre as DNT, as doencas
cardiovasculares (DCV), céancer, diabetes mellitus e doencas respiratérias
cronicas foram relacionadas com mais de trés quartos das DNT. Individuos com
idade entre 30 a 70 anos apresentam uma probabilidade de morrer por estas
afeccbes de 19,4% no Brasil, 17,1% nos Estados Unidos da América, 12% Reino
Unido e de 9,3% no Japdo. Ressalta-se que o Brasil apresenta a média da

probabilidade mundial, considerando 194 paises em todo o mundo?.

As DCV, isoladamente, s&o a primeira causa de morte no mundo com
17,3 milhdes de O6bitos/ano?, correspondendo a 31% dentre todas as causas?.
Embora as taxas de mortalidade por DVC tenham apresentado um declinio com
taxa de 28,8% no periodo de 2003 a 20133, projecdes futuras estimam um
crescimento de mortalidade por DVC maior do que 23,6 milhdes em 20302. A
mortalidade é tdo expressiva que nos Estados Unidos da América, uma a cada
trés mortes sdo atribuidas as DCV. Em numeros, as DCV isoladamente
acometeram 17,5 milhdes de pessoas em 2012 (46% dos o6bitos relacionados as
DNT), destes 6 milhdes foram mortes prematuras. A doenca arterial coronariana
(DAC) foi responsavel por 7,4 milhdes de 6bitos e acidente vascular cerebral
(AVC) por 6,7 milhdes. Em numeros absolutos, no ano de 2013, 370.213 norte-
americanos morreram por DAC, portanto, pode-se traduzir que a DAC

isoladamente foi responséavel por 1 em cada 7 6bitos nos Estados Unidos?3.

A prevaléncia de DAC é estimada atualmente em 15,5 milhdes de norte-
americanos com idade igual ou superior a 20 anos de idade (6,2% total, 7,6%
em homens e 5,0% em mulheres), de acordo com National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES). A cada ano é estimado que aproximadamente

600.000 norte-americanos terdo um novo evento coronariano (definido como
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primeira hospitalizacao por infarto agudo do miocardio [IAM] ou morte por DAC),
e 305.000 terao recidiva. A taxa de incidéncia de hospitalizagcdes para IAM ou
mortes por DAC tem decaido em torno de 5% por ano, de acordo com o estudo
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC). Este célculo foi obtido através de
dados tabulados de 1987 a 2011, ajustados para idade e tipo de biomarcardor3.
A partir destes dados, foi projetado um aumento de 18% na prevaléncia para
2030, isto é, embora as taxas tenham decaido, espera-se que a incidéncia ainda

aumente nas proximas décadas?.

A sindrome coronariana aguda (SCA) inclui: diagnéstico de 1AM com
presenca ou auséncia de elevacdo do segmento ST no Eletrocardiograma
(ECG), com aumento de biomarcadores miocardicos, como a troponina; e a
angina instavel, definida como presenca de dor precordial, que indica aceleracéo
ou progressao da doenca, podendo ser desencadeada em repouso, mas néo
resulta em necrose do musculo miocardico. A SCA esta relacionada a
progressao da placa ateroscleroética, instabilidade, ruptura com ou sem trombose
luminal, ou vasoespasmo. A SCA é responsavel por altas taxas de internacées
(625.000 em 2010) e custo elevado nos Estados Unidos3.

Dentre as DCV, as doencas isquémicas do coracao lideram a causa de
morte, correspondendo a 13,2% dentre todas as causas de morte no mundo,
correspondeu a 105 mortes a cada 100.000 em 2015. Além disso, projecdes para
2030 evidenciam que a proporcdo de O6bitos por estas doencas tende a
permanecer em 13,2%, mas com uma prevaléncia de mortes 112 a cada 100.000

individuos®.

Assim como as DCV, a mortalidade por IAM tem decaido desde a década
de 90. Em 1990, a taxa de 0Obito, ajustado paraidade, foi de 177,3 a cada 100.000
individuos (com intervalo de confianca [IC] de 95%= 161,8 a 290,2) e no ano de
2013 foi de 137,8 (IC95%= 123,9 a 148,2), com uma média de variacdo de -22,3
(1IC95%-=-25,48 a -18,68), reportado pelo Global Burden of Disease®. No entanto,

ainda assim continua sendo a maior causa de mortalidadel.
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Além de ser a principal causa de morte no mundo, as doencas isquémicas
do coracdo também sdo a primeira causa de incapacidade. DALY (Disability-
Adjusted Life Year) € uma medida que estima, por causas especificas, 0os anos
de vida saudaveis perdidos pela incapacidade. As doencas isquémicas do
coracao em 2000 eram a terceira causa mundial de DALY e em 2012 passou a
ser a primeira causa mundial (165.717.210 DALYs), de acordo com a ultima

atualizacédo da Organizacédo Mundial da Saude em 20145,

No Brasil, a prevaléncia de DCV também tem decaido. A Sociedade
Brasileira de Cardiologia em parceria com o Ministério da Saude e as Secretarias
de Saude dos Estados e Municipios reuniu dados do Sistema de Informacao de
Mortalidade (SIM) e do Censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE)’. A figura 1 mostra os coeficientes de mortalidade para DCV para cada
100.000 habitantes, por unidade federativa, entre as idades de 30 a 69 anos, em

ambos 0s sexos:

Unidade variacao :

Federativa 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 200 2011 2012 | Tendéncia
AC 129,5 118,17 130,45 152,94 139,98 13123 162,31 139,53 133,28 10519| -1876% —— — —.
AL 170,8 179,39 186,64 169,12 178,76 16035 168,07 156,93 17649 1642| -384% — - -
AM 103,1 104,31 114,05 9,61 9343 10760 93,87 958 101,93 1028 -0,21%
AP 127,2 119,20 95,08 8,61 8899 11194 | 74,56 80,87 9,77 104,06| -1820% -
BA 139,3 138,87 134,96 145,49 137,90 13947 135,72 129,22 129,89 127,77 -8,28% - —
CE 11,9 114,56 103,39 111,43 110,68 10997 107,91 9562 104,18 101,83 899% T N~
DF 141,9 143,99 13839 122,58 11896 11652 109,02 96,30 107,56 9755 ~31L27%
ES 165,6 162,89 149,48 151,23 150,89 14483 126,52 121,31 12598 121,07| ~2690%
GO 166,3 166,96 15647 149,36 14530 14933 136,16 134,21 13835 M441| 3% —
MA 129,3 123,42 14592 134,13 140,08 14388 134,87 133,44 142,96 141,40 _ZZ'Z: Al
MG 145,4 142,83 133,06 133,35 130,26 12501 117,76 119,99 120,61 115% v —
Ms 171,6 174,47 154,70 165,07 157,79 15290 13539 146,5 13264 1258 ;i?:: —
MT 178,0 169,38 153,04 169,52 140,62 14651 141,17 134,31 134,83 1367 it T
PA 137,7 121,03 121,80 121,68 132,88 12752 126,12 120,26 12595 125,17 A3
PB 120,4 127,97 13191 13231 133,75 13305 12724 122,35 12584 12450| o0 o
PE 170,9 178,41 166,99 157,79 161,02 15842 152,35 144,55 145,07 143,72 R ey
Pl 134,6 129,15 14211 131,43 12654 13045 119,85 117,17 12349 12536| o5 — ="
PR 150,7 156,08 139,46 136,84 130,50 133,70 124,90 121,63 120,73 M2,63| 133000 —~
RJ 161,3 161,38 149,98 148,91 144,65 15252 14572 143,% 14573 140,10 R s
RN 103,8 114,34 10508 105,84 10553 10686 104,66 88,63 101,65 110,26| 15405 — .
RO 161,4 150,30 15513 152,76 126,69 12729 13673 127,37 131,10 13644| _49ga% —— _
RR 156,2 140,70 132,45 110,03 9531 11531 101,68 117,63 137,62/ 7838| .1376% ——— p
RS 121,7 121,09 112,76 108,15 110,60 10955 10629 103,15 10382 988 | .1875% ~—— .. _
sc 125,5 124,88 116,21 113,27 108,85 9773 101,80 102, 101,71 101,93 2,37% ——
SE 144,8 146,25 148,48 147,86 138,94 15436 130,55 125,57 129,33 134,09 | -17,78% -
sp 134,99 133,86 128,86 130,14 124,54 124,58 124,37 120,61| -2532% ————

. 171,44 162,82 15550 159,85 147,96 137,95 143,79 142,80 -25,32%

Fonte: adaptadoa Sociedade Brasileira de Cardiologia: dados e estatisticas de mortalidade
cardiovascular, 20157,

Figura 1. Taxa de mortalidade por doenca cardiovascular no Brasil a cada
100.000 habitantes, por unidade federativa no periodo de 2003 a 2012, segundo
estudo ecologico da Sociedade Brasileira de Cardiologia.
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Observa-se que as DCV tém apresentado uma reducdo importante na
maior parte dos estados, em sua maior parte com reducgdes entre 10 a 20% ou
maiores que 20% (Figura 2). No entanto, muitos estados ainda apresentam altas

taxas de 6bitos por DCV”.

COEFICIENTES DE MORTALIDADE 2003 E 2012 E VARIAGAO RELATIVA 2012/2003 - CAP. IX (DCV) - AMBOS OS SEXOS

Distribui¢do por

quartis em 2003
Dados de 2012,
com a distribuigdo

por quartis de 2003

Variagao relativa %
] Redugao > 20%
W redugdo 100 20%
W reducdo oté 10%
W Avmento 00 10%
W Aumento > 10%

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia: dados e estatisticas de mortalidade cardiovascular, 20157,

Figura 2. Distribuicéo dos coeficientes de mortalidade por doenca cardiovascular
em quatrtis no Brasil, por unidade federativa no periodo de 2003 a 2012, segundo

estudo ecoldgico da Sociedade Brasileira de Cardiologia.

No Brasil, na maior parte dos estados, houve aumento da prevaléncia de
mortalidade por IAM, sendo que em muitos estados houve aumento superior a
10% (Figura 3) 7, o que é um comportamento oposto a queda de prevaléncia de

IAM no mundo.

COEFICIENTES DE MORTALIDADE 2003 E 2012 E VARIAGAO RELATIVA 2012/2003 - 120-125 (IAM) - AMBOS OS SEXOS

Distribui¢ao por
quartis em 2003

Dados de 2012,
com a distribuigdo
por quartis de 2003

Variagao relotiva *
[ redugdo > 20%
B redugdo 100 20%
B redugdo oté 10%
B Avmento 0 10%
W Avmento > 10%

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia: dados e estatisticas de mortalidade por IAM, 20157,

Figura 3. Distribuicdo dos coeficientes de mortalidade por IAM em quartis no
Brasil por unidade federativa no periodo de 2003 a 2012, segundo estudo

ecoldgico da Sociedade Brasileira de Cardiologia.
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A alta prevaléncia tem destaque nos estados de Pernambuco, Mato
Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Goias, Paraiba, Rio Grande do Norte, Roraima e
Sé&o Paulo, que apresentaram os maiores coeficientes de mortalidade por IAM
(figura 4)".

Unidade 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 | o o<e© Tendéncia

Federativa relativa
AC 52,4 30,25 42,056 4643 47,28 5245 4629 45,37 48,63 38,43 -26,64%
AL 51,8 55,53 50,97 5893 65,24 60,27 60,67 59,44 66,18 64,60 24,77% —
AM 33,1 33,78 3821 3638 39,96 43,82 4151 42,2 42,69 42,53 28,44% ,
AP 43,6 43,93 20,57 2684 30,21 3856 3316 28,38 3516 42,09 -3,56% N\
BA 42,5 42,50 434 4826 46,22 47,62 4540 47,48 47,17 46,7 10,02% , <~
CE 45,6 44,07 41,67 4927 46,89 47,12 4292 40,5% 46,15 49,36 818% ~— "~
DF 51,9 54,45 47,68 4439 39,64 3546 3620 3549 3847 40,20 -22,50% S———
ES 68,8 71,72 6513 7144 67,54 6515 6859 66,45 61,56 58,89 -14,47% TN
GO 61,5 67,50 60,87 6753 60,30 64,35 61,84 61,65 64,64 68,06 10,66% -
MA 40,2 42,12 4597 4552 50,69 57,89 56,11 57,69 64,35 61,71 53,62% ., —
MG 53,0 52,74 49,61 5095 48,94 4617 4429 44,7 4506 43,38 -1819% T TTT—~——
Ms 83,9 8,70 81,63 8569 77,35 7557 W05 7664 79,19 73,17 -12,76% T —
MT 57,1 55,97 51,9 4658 50,30 53,45 5298 57,06 57,08 57,09 003% T~
PA 40,4 45,15 38,77 4278 51,09 54,59 3529% ~—""
PB 434 52,33 5652 5168 63, 69,34 66,2 52,56% o
PE 84,4 8,50 79,82 8276 85,34 8740 8885 86,81 89,62 88,37 4N% —
Pl 52,5 48,09 54,29 5365 58,71 5574 51,82 56,09 60,66 65,16 24,21%
PR 74,7 74,25 69,50 6611 6648 6638 62,15 59,44 60,85 58,5 -21,58% 3
RJ 76,5 75,48 73,15 7265 72,49 7626 7192 72,9 73,02 73,14 -4,44% -
RN 54,0 66,84 5824 6060 57,46 59,20 5946 53,7 67,60 67,51 28,99% /e v
RO 54,1 48,84 48,48 4984 46,47 50,46 5548 55,27 51,45 63,73 17,70% - —
RR 42,6 33,99 37,02 3020 44,09 44,29 3723 41,34 48,87 40,47 -4,96% ~—
RS 67,1 66,78 60,00 6141 59,92 5894 5691 56,62 56,03 51,88 -22,11% -
sC 63,9 62,13 60,04 5802 57,88 54,54 5652 56,16 58,68 54,44 -14,82% T T —
SE 47,0 48,89 50,31 5167 48,67 54,45 46,14 53,9 51,26 48, 3,86% ———~\
sp 81,3 M,25 7217 7203 M42 70,99 6783 69,09 69,60 69,78 -1419%  T—
T0 56,0 67,79 54,91 4544 59,76 5555 5949 57,51 57,08 52,59 -613% -,

Fonte: adaptado Sociedade Brasileira de Cardiologia: dados e estatisticas de mortalidade cardiovascular,
20157

Figura 4. Taxas de mortalidade por IAM no Brasil a cada 100.000 habitantes, por
unidade federativa no periodo de 2003 a 2012, segundo estudo ecoldgico da

Sociedade Brasileira de Cardiologia.

Fatores de risco como diabetes, dislipidemia, hipertenséo arterial
sistémica (HAS) e obesidade sdo responsaveis pela alta prevaléncia e incidéncia
de DCV e DAC. Além disso, ha projecdes de aumento para ambas?.

Os fatores de risco mais prevalentes mundialmente em 2013 foram: 1°:
presséao arterial elevada; 2°: tabagismo; 3°: indice de massa corporea (IMC); 5°:
altos niveis de glicemia em jejum; 6°: uso de alcool; 11°: alto consumo de sodio;
139 altos niveis de colesterol total; 17°: inatividade fisica e em 20° baixo
consumo de vegetais. E no Brasil, em ordem crescente foram respectivamente:
pressdo arterial elevada, IMC, consumo de &lcool, tabagismo, niveis altos de

glicemia em jejum, colesterol total e sédio elevados. Além disso, o risco atribuivel
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a esses fatores para morte cardiovascular foi de 88,5% mundialmente, (IC95%-=
86,3 a 90,5). Os fatores de risco representam 87,9% (IC95%= 86,5 a 89,3) de
DALY para DCV, contabilizados para ambos os sexos e independentes da
idade®. Dessa forma, o maior controle dos fatores de risco modificaveis para DVC
e doencas isquémicas do coracdo pode estar associado a queda global da

prevaléncia dessas doencgas®.

No Brasil, o cenario ndo € muito diferente: Hipertensédo arterial sistémica
(HAS) foi encontrada em metade dos homens e mais da metade das mulheres.
Além disso, o controle foi baixo (20 a 39%). O consumo de alcool foi alto,
principalmente entre mulheres, e o nivel de atividade fisica foi extremamente
abaixo do recomendado (pelo menos 30 minutos e 5 vezes por semana). Além
disso, a populacdo brasileira estd envelhecendo rapidamentel®, isto é
considerado um dos principais fatores para o aumento da prevaléncia e
incidéncia das DCV?'L,

1.2 Aterosclerose

A aterosclerose é a principal causa das DCV?*2. A aterosclerose é uma
doenca progressiva'?'3, caracterizada pelo espessamento assimétrico da
camada intima da artérial®. Recentemente foi descrito que a camada média e
adventicia também sdo afetadas'®. A Aterosclerose constitui-se em acimulo de
lipidios, células inflamatérias e elementos fibrosos dentro da parede da artéria®.
E uma doencga multifatorial com envolvimento de muitos fatores de risco!3, sendo
0os principais modificaveis o tabagismo, hipertensdo arterial sistémica,
hiperlipidemia, diabetes mellitus, doenca renal, e adiposidade'®. Apresenta
também componente genéticol3. A inflamacéo cronica e de baixo grau tem sido
considerada como um fator de risco emergente para inicio precoce da DAC e

para a sua progressao’’.

1.2.1 Padrao de artérias coronarias sem lesdes

A artéria é constituida de trés regides: intima, média e adventicia (Figura

5). A camada intima é definida como a regido da parede arterial que inclui a
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superficie endotelial até a margem da camada média. A lamina limitante elastica
interna (LLEI), geralmente considerada parte da camada média, denota a
fronteira entre a camada intima e média, que pode estar ausente em algumas

regides de transi¢do arterial como bifurcacdes, ramos e curvaturas®®,

Endotélio —’;\\.\ o212 B * [~ Intima
Lamina — '

elastica

interna

— Média

Lamina
elastica

externa — Adventicia

Fonte: Adaptado Schoen FJ°
Figura 5. Estrutura normal de artéria muscular.

A camada intima apresenta uma monocamada de células endoteliais'®. A
espessura normal da camada intima em artérias coronarias foi investigada em
um estudo de autépsia composta por uma amostra de 63 criancas com idade de
até 5 anos. A partir da primeira semana de vida € encontrado um espessamento
da camada intima com dois padrdes: excéntrico e difuso, que sdo continuos e
complementares entre si. O padrado excéntrico foi encontrado principalmente
proximo as bifurcacdes, ocupando metade da parede arterial, de forma crescente
até atingir varias vezes a espessura da camada média. O espessamento maximo
ocorreu com frequéncia na origem da artéria coronaria descendente anterior, que
gradualmente diminui, apresentando afinamento ao longo da artéria. O
espessamento difuso ocorreu mais em locais onde nao havia espessamento
excéntrico. Esse achado foi semelhante entre os sexos. Essas altera¢cbes sao

consideradas respostas as alteracdes hemodinamicas e ndo séo patoldgicas?.

1.2.2 Aspectos morfoldégicos da aterosclerose

Os achados iniciais estao relacionados a pequenos acumulos de lipidios,

frequentes no inicio da vida e podem ser divididos em estagios, de acordo com
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suas caracteristicas morfolégicas. As lesGes podem permanecer estaveis por um
periodo, permanentemente, ou ainda progredir. Nas lesdes iniciais, as mudancas
na composi¢cdo da matriz ou desarranjo da arquitetura da camada intima séo
minimas ou ausentes. A camada meédia ndo esta doente e a adventicia n&do é

afetada?!.

As lesdes iniciais () foram caracterizadas através de microscopia e
reacdes quimicas em estudos de autépsia. Em criancas e adolescentes foram
descritos depésitos lipidicos e reacdes celulares associadas a estes depésitos?,
mas também podem ser encontrados em individuos adultos. Algumas células
espumosas (pequenos grupos isolados de macrofagos contendo goticulas
lipidicas) podem ser encontradas nas artérias coronarias, principalmente onde a
camada intima ja apresenta remodelamento excéntrico?!. As células espumosas
sdo assim denominadas devido a sua semelhanca com espuma quando
observada no microscopio, resultado da acumulacdo de lipidios dentro do
citoplasma'?. Este pequeno aglomerado pode ser denominado como “intimal
xanthomata”, podendo usualmente regredir. Portanto, este achado nao pode ser
denominado como uma lesdo aterosclerética. Entretanto, sdo descritos como
fase inicial devido aos estudos que encontraram uma correlacdo entre a regiao
de espessamento da camada intima e o aglomerado de macréfagos na infancia
com o mesmo local onde sdo desenvolvidas as lesdes ateroscleréticas nos

adultos?2.

O numero de macréfagos na camada intima arterial, em criangas com
idade acima de oito meses, que ja apresentavam células espumosas foi duas
vezes maior comparado com criancas sem células espumosas. Ha evidéncias
de que os lipidios séricos podem ser transferidos por via placentaria, iniciando a
formacado de lesdes desde a vida intrauterina. Este achado é sustentado pela
ndo correlacéo entre soro obtido post mortem e células espumosas®. A relacédo
de aterosclerose com hiperlipidemia é conhecida desde a década de 70 através
de estudos experimentais?®. A hipercolesterolemia causa um aumento na
aderéncia de mondcitos no endotélio, particularmente em regides da camada

intima mais susceptiveis, onde ha espessamento adaptativo?!.
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As células espumosas podem evoluir para estrias gordurosas (lesdes Il),
que sao lesbes mais distintas e definidas do que as lesdes |. As células do
musculo liso, além dos macrofagos, também contém goticulas de lipidios.
Macrofagos, linfécitos T e mastocitos podem estar presentes. Macréfagos se
apresentam em maior namero, principalmente préximos a superficie endotelial.
A maior parte dos lipidios se encontram dentro de células. Poucos lipideos e
algumas particulas de lipoproteinas e proteglicanos se encontram no espago
extracelular. Nas artérias coronarias, as lesdes com grau Il podem surgir no
periodo da puberdade e localizam-se na mesma regido de lesdes | em criangas.
A progresséao destas lesGes estéd associada a forcas mecanicas que atuam sobre
areas estratégicas da artéria. A presenca desta forca mecéanica pode levar a um
afluxo e acumulo precoce de lipidios em pessoas que apresentam niveis altos
de lipoproteinas plasmaticas. Estes achados podem néo ser visualizados na
superficie da camada intima, denominados como “estrias gordurosas
submersas”. Individuos com niveis elevados de lipoproteinas aterogénicas como
colesterol, casos de hipercolesterolemia familiar ou individuos de meia idade
podem ter um avanco acelerado para les6es avancadas, mesmo em locais ndo
propensos. Em individuos mais jovens, como adolescentes e adultos jovens, a
presenca de muitas lesdes Il estd associada a altos niveis de colesterol no

plasma, que néo esta associado com o processo da puberdade?..

A leséo Il é intermediaria e considerada como a formacao de um pré-
ateroma visivel microscopicamente. Apresenta um acumulo extracelular de
lipidios, que se acumulam entre as camadas de células do musculo liso,
geralmente no mesmo local onde ocorre o espessamento adaptativo da camada
intima. Estes lipidios estdo abaixo da camada de macréfagos e das células
espumosas. Embora o acumulo de lipidios seja bem delimitado, macico e as
alteracdes quanto as confluéncias ainda ndo se desenvolveram, a presenca de
acumulo de lipidios desarranja a estrutura dos musculos lisos?t. Um recente
estudo de imagem demonstrou que em lesdes precoces (estenose menor do que
30%) ha presenca de microvasculaturas denominadas vasa vasorum, além dos

macréfagos?.
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O vasa vasorum é uma rede de pequenas artérias e veias, que pode ser
encontrado na parede de varias artérias, dentre estas as artérias coronarias?>2,
Em artérias normais, o vasa vasorum pode ser encontrado na camada
adventicia, exceto em arteriolas, vénulas e artérias intracerebrais?®. Na presenca
de aterosclerose, 0 vasa vasorum pode se estender até a camada média-intima
com a funcéao de promover nutricdo. Geralmente se estendem a partir da camada
adventicia, onde sdo mais abundantes. Entretanto, em alguns casos, podem
surgir a partir do limen, especialmente quando ha trombose ou artérias
recanalizadas?®. Nas artérias corondrias, o vasa vasorum se origina a partir de
segmentos bifurcados dos vasos epicéardicos, e sua presenca esta associada
com hipoxia, inflamacdo e ativacdo do receptor tipo toll-like. Sdo frequentes
guando a camada intima engrossa 500 pm?®, embora recentemente foram
encontrados em lesdes de menor espessura?*. A atividade nervosa simpéatica
atua no vasa vasorum, ajudando a regular o fluxo de sangue. No entanto,
parecem ser insensiveis a substancias que agem na vasoconstricdo do vaso,
como o tromboxano A2, norepinefrina e angiotensina Il, somente a endotelina-1
e adenosina agiram como vasoconstritores?’. Dessa forma, 0 vasa vasorum
pode fornecer protecao neural contra a isquemia durante a atividade simpética
sustentada. Além disso, esta associado com a presenca de infiltrados

inflamatdrios na placa aterosclerética e nucleo lipidico?®.

Lesdo IV é o ateroma e a primeira lesdo a ser classificada como leséo
avancada pelos critérios histologicos?®. As lesdes avancadas podem ser
observadas a partir da terceira década de vida, e apresentam risco potencial de
desenvolvimento de trombo e/ou morte stbita?2. E considerada como a primeira
lesdo avancada pelo desarranjo que o nucleo lipidico causa na camada intima,
com possivel visualizagdo macroscopica. Isto ocorre por meio da confluéncia das
véarias porcoes lipidicas e acredita-se que o aumento deste nucleo é devido ao
afluxo de lipidios através do plasma. As lesbes avancgadas, geralmente,
apresentam um ndcleo lipidico grande, bem definido, com a inclusdo de
minérios?:28, gerado pela calcificacdo de organelas e de algumas células
musculares lisas??28, A LLEI muitas vezes sofre fragmentacédo!®. A presenca

destas alteracbes desorganiza e deforma a camada intima, além da camada
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meédia subjacente e adventicia, e consequentemente leva a deformidade arterial

que predispde eventos isquémicos?28,

Estas lesbes causam espessamento da parede arterial, mas nao
obstruem o lumen, devido ao remodelamento positivo. O aumento do tecido
fibroso ndo é uma caracteristica. Embora os defeitos de superficie ndo estejam
presentes, esta lesdo apresenta uma grande importancia clinica, pois é propensa
a formacéo de fissuras e instabilizacdo da placa aterosclerotica. S&o vulnerareis
porque a capa fibrosa é fina com escassa presenca de colageno, e células
musculares lisas espacadas e isoladas?®. Macréfagos e linfécitos podem estar
presentes entre o nucleo lipidico e a superficie endotelial. Na periferia do ndcleo
lipidico, observam-se células do musculo liso com ou sem inclusdes de goticulas
de lipidios, e pequenos capilares ao redor podem estar presentes. Entre estas
duas regibes ha uma camada rica em proteoglicanos, infiltracdo de células

inflamatérias e musculares lisas, além da presenca de vasa vasorum??28,

Nas les@es classificadas como V, denominadas como fibroateroma, ha um
aumento de tecido conjuntivo fibroso e aumento importante de coldgeno e de
células musculares lisas. Os capilares podem ser mais numerosos e calibrosos.
Macrofagos e linfécitos podem estar associados aos capilares e algumas micro-

hemorragias podem ocorrer em volta dos capilares e do contetido lipidico?.

A diferenca entre as lesdes IV e V esta basicamente no grau de formacéao
da capa fibrosa, podendo variar entre capa fina ou espessa. A capa fibrosa é
uma camada composta por tecido conjuntivo que reveste todo o nucleo lipidico.
E formada por células musculares lisas em uma matriz com colageno e
proteoglicanos, com infiltrac&o variavel de macréfagos e linfocitos. A capa fibrosa
€ considerada fina quando apresenta uma espessura <65um. A capa fina
diferencia-se do inicio da sua formacdo pela quantidade escassa de células
musculares lisas, matriz extracelular e infiltracdo de células inflamatérias. As
lesbes IV sdo constituidas de capa fibrosa fina e por este motivo sao lesdes

vulneraveis, devido a sua fragilidade??.
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Quando as lesdes IV ou V apresentam defeitos de superficie do endotélio
e/ou hematoma, e/ou hemorragia, e/ou depdsitos tromboticos séo classificadas
como lesbes VI8, Essas lesdes podem se expressar clinicamente como SCA?°,
Morfologicamente, a parte interna da lesdo pode apresentar caracteristicas de

lesdes tipo IV ou V28,

As lesbes com trombos podem ser decorrentes de trés processos: ruptura,;
erosédo??, do qual o vasa vasorum pode ter contribuicdo?®; e nédulo calcificado.
Muitas vezes mais de um processo na mesma placa aterosclerotica pode ser
identificado. As rupturas podem ser encontradas em 60% das mortes subitas.
Nesta area héa interrupcdo da capa fibrosa, onde as células do musculo liso
podem estar escassas. Além disso, esta capa € infiltrada por macréfagos e
linfécitos. O trombo subjacente fica frequentemente em contato com o nucleo

necrotico interno?2.

As erosdes representam aproximadamente 40% dos casos de trombose
seguida de morte subita em artérias coronarias. Essas lesdes podem ser
visualizadas quando sado realizados cortes transversais no local do trombo.
Neste local, ndo é possivel visualizar a capa fibrosa. Geralmente, o endotélio
estd ausente no local desta lesdo e a camada intima interrompida revela um

baixo grau de inflamacéo?.

Os nodulos calcificados, erosivos e densos estdo associados com a
interrupcdo da capa fibrosa. Nado devem ser confundidos com lesbes das quais
ha predominancia de lesédo fibrocalcificadas?? (lesbes VII da classificacédo
AHA)28:30,

LesGes VII, anteriormente denominada Vb, apresentam uma grande
guantidade de célcio com aumento do tecido conjuntivo fibroso. Esta calcificacéo
€ decorrente de depdsitos minerais que substituem as células mortas e lipidio

extracelular, incluindo nudcleos inteiros?28.

LesBes VIII sédo lesdes predominantemente constituidas por conteddo

fibroso que substitui a camada intima normal e até mesmo o conteudo lipidico,
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que pode ser escasso neste nivel de lesdo. As células do musculo liso estédo
desarranjadas e diminuidas. Nas camadas média e adventicia podem conter
macroéfagos, linfocitos e células espumosas?®. Esta lesédo pode ser a resolugéo
de um ou mais processos, incluindo a organizacdo de trombos, a extensdo do
componente fibroso de um fibroateroma adjacente, ou a reabsor¢éao dos nicleos

lipidicos?8.

Esta classificacdo sofreu alteracdes, pois na versao antiga, o ciclo trazia
a ideia de uma progresséao linear com desfecho em placas instaveis, que séo
alteracGes capazes de desencadear uma SCA2128, Devido a desagregacéo da
antiga classificacdo V (Va, Vb e Vc), o fluxograma foi atualizado com varios ciclos
de interacdes entre os estagios®® (Figura 6). Setas mais grossas indicam maior
tendéncia de progressado e setas mais finas indicam progressao possivel, no

entanto, com menor ocorréncias°.

| intima com &reas altamente susceptiveis | | inima com areas moderadamente susceptiveis
Lipidios e céluias acumulam | I Células espumosas isoladas | Regressoes de lesoes I'a
. . NI para condigdes
rapidamente e lesdes * T 1 I . .
normais é possivel
ovangadas desenvolvem em
lugares oltamente | 1. Multiplas estrias gordurosas formadas |
SusCEPLVEls em vez de
lugares moderadamente * I 1 I
Suscephivels | lll. Depdsitos de lipidios isolados |
. Micleo lipidico confluente extracelular | Mudanga de lesées IV
1 para V acarreta em
JuUMenta de espessurg,
V. Tedido fibromuscular é formado rigidez e estenose

V1. Defeitos de superficie, nematoma, trombose

~| VIl. Predominancia de calcificacdo | Regressdies ou mudangas
do lipidio em lesdes IV &
V! pade resultar em

—'l VIIl. Predominancia de tecido fibroso | lesbes Vil o Vil

Fonte: adaptado e traduzido da classificacdo American Heart Association3°

Figura 6. Classificagdo da American Heart Association, elaborado por Stary.
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1.2.3 Aspectos inflamatérios da aterosclerose

Desde a década de 90, sabe-se que a aterosclerose ndo € um mero
acumulo de lipidios'?. Ha vérios grupos de células e intensa atividade
bioquimica, modulada pelos fatores de risco. Toda esta rede envolve a atividade
imune?®, tanto inata quanto adaptativas!, que, atualmente, parece ter um papel
central que retine e modula todos estes fatores'®. Dessa forma, a aterosclerose
pode ser considerada uma doenca inflamatéria®?, na qual a camada intima tem

sido o principal foco habitual de investigacéo?®.

ApOs a exposicdo a dieta rica em lipidios, ocorre um acumulo
subendotelial de lipoproteinas na parede do endotélio3!:32. Posteriormente, estas
lipoproteinas sofrem oxidacéo e ocorre a ativacdo das células endoteliais®?, que
passam a expressar moléculas de adeséo de leucocitos VCAM-1 (molécula de
adesdo vascular), como também a expressdo de quimiocinas3!. Citocinas
inflamatérias, como interleucina (IL) 1 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
também podem induzir a expresséo de VCAM-1 nas células endoteliais em areas
com propensdo a formacédo de placas ateroscleréticas'?17:32, Esta molécula é
responsavel pela adesdo precoce de leucdcitos no endotélio vascular,
principalmente mondcitos e linfécitos T2, envolvidos na imunidade inata e
adaptativa'®. Essas células inflamatérias se ligam as células endoteliais, que
revestem a camada intima'?22, Os linfécitos T e os mondcitos (que
posteriormente se diferenciam em macréfagos) sdo encontrados desde o inicio
da formacdo da placa aterosclerética®l, e se mantém presentes em todos os
estagios da doenca®. Em condicdes normais, o endotélio resiste a esta
aderéncia dos leucécitos!?32. Um experimento em ratos com hipercolesterolemia
induzido por ApoE("), susceptiveis a formagdo de placas ateroscleréticas, e
modificados geneticamente para menor producdo/atividade de VCAM-1,
mostraram reducdo da formacdo de lesdes ateroscleréticas'?. A inativacdo
apolipoproteina (ApoE) leva a um aumento das lipoproteinas plasmaticas devido

a auséncia da lipoproteina de compensacédo da ApoE3.

A expressao de VCAM-1 depende da inflamacdo desencadeada por
particulas de lipoproteinas modificadas (fosfolipidios oxidados e aldeidos
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acrescentados devido a oxidagao da lipoproteina), que se acumulam na camada

intima arterial em resposta a hiperlipidemia??.

Ha alguns genes associados a ateroprotecdo, que possuem capacidade
de modular a inflamac&o em regifes onde ha fluxo laminar. Estes genes inibem
a expressdo de VCAM-1 e contém elementos de resposta ao estresse de
cisalhamento nas regides, como por exemplo, o 6xido nitrico, que combate o
estresse oxidativo. Estes achados podem explicar o motivo da formacdo de
ateromas em locais onde ha perturbacdo de fluxos, fenbmeno semelhante ao

que ocorre na hipercolesterolemia®?.

1.2.3.1 Imunidade Inata

A imunidade inata tem deixado de ser considerada apenas como uma
resposta ndo especifica. Atualmente, é vista como um regulador critico de
doenca inflamatoria, que trabalha em parceria com a imunidade adaptativa. E
um sistema rapido, capaz de gerar uma resposta inflamatdria protetora em
minutos apds a exposicdo ao agente patdgeno, e desempenha também um papel
central na ativacao da resposta imunitaria adaptativa subsequente. As principais

células sdo os mondcitos, macréfagos e células dendriticas®4.

Os leucdcitos sdo atraidos para o endotélio e penetram por diapedese na
camada intima. Ha familias de quimiocinas capazes de recrutar leucocitos para
a camada intima arterial, como a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1).
O MCP-1 é expresso na placa aterosclerética humana e se liga ao receptor dos
mondcitos, recrutando-os para a placa. Os mondcitos atraidos para a camada
intima, uma vez em seu interior, diferenciam-se em macréfagost?3?, por
estimulacdo de mediadores como o estimulador de colénia de macrofagos
(M-CSF)3L. Os macréfagos expressam receptores scavenger que se ligam as
particulas de lipoproteinas modificadas internalizadas (por oxidacao ou glicacao
na parede arterial)'23?, fagocitando estas particulas, que eventualmente podem
sobrecarregar a capacidade da célula para eliminar estas moléculas. Desse
modo, 0 macrofago comecga a acumular colesterol em seu interior, e ao longo do

tempo, os macrofagos ficam sobrecarregados com particulas de colesterol,



16
INTRODUCAO

tomando a aparéncia caracteristica de "células de espuma’?, lesGes |

classificadas pela AHA??,

Os macrofagos podem contribuir para a evolucdo na morfologia da placa,
especialmente na formacéo do ndcleo necrético e na reducéo da espessura da
capa fibrosa, independente do tamanho das placas®. Além disso, as células de
espuma secretam citocinas pro-inflamatérias que amplificam a resposta
inflamatéria local na lesdo, como as espécies reativas de oxigénio!?. Os
macréfagos podem morrer por apoptose, dando origem ao nucleo necrético?32,
As areas de ruptura estdo com frequéncia associadas com o nucleo necrético®.

Este processo pode ser visualizado na figura 712
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(MCP-1) iproproteina  (M-CSF) do
modificada lipidios

Fonte: adaptado de Libby'?, 2012.
Figura 7. Macrofagos, células espumosas e formacéo do nucleo necrdético.

Em lesdes iniciais ocorre a morte de macréfagos, mas o processo de
apoptose de células inflamatérias, reconhecimento e posterior remoc¢édo de
macrofagos é eficiente. Este € um processo protetor, desencadeado pela IL10,
gue elimina as células antes que os danos da membrana levem a um
extravasamento de conteudo celular téxico. Portanto, € uma resposta anti-
inflamatoria. Em lesbes avancadas, este processo é defeituoso, levando a um
aumento de células apoptoticas que nao sao eficientemente eliminadas. Isto leva
a um acumulo de corpos apoptéticos e restos necroticos na lesdo, dando origem

ao nucleo necrético na placa aterosclerdtica, e a presenca deste nucleo contribui
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para o aumento da inflamacéo. Este processo promove a progressao da lesao,
devido a caracteristica pro-trombética, e com isso, pode contribuir para o
crescimento da placa aterosclerética e de complicacdes tromboéticas nas

lesdess?.

A regido da capa fibrosa, proxima ao nucleo necrético, € afetada pelos
macréfagos através da producdo de metaloproteinases da matriz (MMPSs). As
MMPs podem degradar a matriz extracelular, que da resisténcia a cobertura
fibrosa da placa, desencadeando complicagGes?3%32, Além disso, as placas
vulneraveis estdo associadas com diminuicdo de coldgeno, diminuicdo de
células musculares lisas por apoptose??>3?, acdes das quais os macréfagos
parecem ter um papel desencadeador3?3°, Quando a placa se rompe, o0 sangue
entra em contato com outro produto secretado pelos macréfagos: o fator de
tecido de proteina pré-coagulante'?3l, Além disso, os macréfagos se replicam
dentro da camada intima e secretam fatores de crescimento e citocinas. O vasa
vasorum pode contribuir para o processo de ruptura, como mencionado
anteriormente, através do extravasamento de hemacias dos neovasos?,
formando a hemorragia de placa?®. Este extravasamento de hemdacias atrai
macroéfagos, tanto na juncdo intima-média, quanto nas areas de alta tensdo?®,
como os ombros da placa®. A eritrofagocitose por macréfagos, ativa as células
neste local da placa e por seguinte, a secrecao de metaloproteinases da matriz,
que causa a ruptura da lamina elastica interna e também da capa fibrosa. A
ruptura da capa fibrosa leva a ruptura da placa e trombose?®.

1.2.3.2 Imunidade Adaptativa

As células T e B sdo os principais componentes do sistema imunitario
adaptativo. Ao contrario da imunidade inata, suas reagdes sdo normalmente
altamente especificas e de longa duracéo, principalmente por meio da geracéo
de memodria. Os estudos da imunidade inata foram de grande interesse da
comunidade cientifica neste século®. Embora ndo seja um pré-requisito para o
desenvolvimento das lesbes, a imunidade adaptativa tem um importante papel

modulador, tanto pré-aterogénico quanto ateroprotetor®’.
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Linfécitos T

Os linfocitos T séo classificados de acordo com a expressao de superficie,
proteinas e funcao intracelulares, como secrecao de citocinas e a capacidade de
auxiliar a outras células, tais como células B e macréfagos. Todos os linfécitos T
expressam CD3%, e um dos co-receptores mutuamente exclusivos (CD4 ou
CD8)3339, Os complexos associam-se com os receptores de células T (TCR)
para formar um complexo proteico, que permite a transducao de sinal intracelular
apos o reconhecimento de epitopos, ligados a moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) ou antigeno de leucdcitos humanos (HLA), de uma
célula apresentadora de antigeno®3. Os linfécitos T s6 reconhecem antigenos
processados e apresentados desta forma por uma célula apresentadora de
antigeno®. Os receptores CD4+ e CD8+, auxiliares (T helper - Th) e citotéxicos,
reconhecem um epitopo em associacdo com MHC, apds a apresentacdo do
antigeno e interacdo, ativando os linfocitos T. Uma vez ativados, é produzido
uma ampla gama de respostas, incluindo a proliferacdo de células, secrecédo de
citocinas e outros mediadores solaveis, e a expressdo de moléculas de

superficie®3.

Os linfécitos T, assim como os macréfagos, também séo atraidos para o
endotélio e penetram na camada intima sob acdo da VCAM-1 e das quimiocinas
recrutadoras de linfocitos T da familia CXC, conhecidas como o trio que induz
interferon-y (IFN-y): quimiocina de proteina-10 (CXCL10/IP-10), monocina
induzida por interferon-gama (CXCL9/MIG), e a quimiocina atrativa de célula T
alfa induzivel por interferon (CXCL11/I-TAC)*?, sendo que a Ultima apresenta um
papel na migracdo de linfécitos T ativados*®. Estas quimioquinas se ligam ao
receptor de quimiocina CXCR3 expresso pelas células T na leséo aterosclerotica
ou no préprio ateroma. Uma vez na camada intima arterial, a célula T pode
encontrar antigenos, como lipoproteina de baixa densidade oxidada (Ox-LDL) e
proteina de resposta ao choque térmico (HSPs)'?, que sdo expressas em
resposta ao estresse celular, térmico ou quimico de origem enddgena ou
microbiana*l. Apés a ativagdo através da ligacdo entre receptor e antigeno, a
célula T produz citocinas que podem influenciar o comportamento de outras

células presentes no ateroma. Particularmente em macrofagos, a ligacdo do
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CD154 (expressa por células T) com CD40 pode induzir a expressao do fator
tecidual, como citocinas proé-inflamatérias e metaloproteinases da matriz (Figura
8)!?. Estas sdo derivadas de macréfagos, e fazem parte de uma familia de
enzimas de proteases ativadas que podem degradar varios tipos de proteinas da
matriz celular®?. A producdo destes mediadores fornece um circuito de
amplificacdo, da imunidade adquirida e da imunidade inata (fagocitos

mononucleares)?.

Linfocito T Endotélio /

/' Fator tecidual
/1_7 Metaloproteinases
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IL 4
ao choque
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Fonte: adaptado de Libby P12
Figura 8. Linfécitos T na aterosclerose.

Dentro do ateroma, os linfocitos T representam cerca de 10% de todas as
células da placa aterosclerética em seres humanos, sendo que 70% séo CD4* e
o restante CD8* 3. Como em outros tecidos, os linfécitos T CD4* auxiliares
podem se polarizar3®. Entre estes linfécitos, predominam na placa aterosclerética
os linfécitos Thl, que secretam citocinas predominantemente proé-inflamatérias,
sendo a maior fonte de IFN-y, e portanto, apresentam uma atividade pro-
aterogénical>33, As células Th2 também estdo presentes na placa
aterosclerotica, com secrecdo de IL5 e IL13. Em modelos experimentais, a
deplecao destas células acelerou a progressao do ateroma, portanto, acreditava
que estas células apresentavam atividade anti-inflamatéria e ateroprotetora.
Entretanto, recentemente este papel tem sido debatido, pois quando a secrecao

de IL4, principal caracteristica destas células, foi inibida, placas menos severas
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foram desenvolvidas, levando a hipétese de que as células Th2 possam ter uma
atividade pré-aterogénica. Além disso, a IL4 também tem um papel de induzir a
producéo de imunoglobulina (Ig) IgE. As células Th2 sdo capazes de modular as
respostas de eosindfilos e mastécitos33. As células Thl7 tém sido estudadas
recentemente, mas seu papel ainda é menos claro do que a Th1'53742, As Th17
produzem IL17, principal caracteristica destas células, e sua deplecdo tém
mostrado efeito ateroprotetor. A IL17 parece diminuir o desenvolvimento da
aterosclerose, a subclasse IL17A tem sido reportada como pro-fibrética, por
aumentar a producéo de colageno e formacédo da capa fibrosa. Desse modo, é

sugerido que as Th17 participam na estabilizacéo da placa®:.

Tabela 1. Principais linfocitos T presentes na placa de aterosclerose.

Célula Atuagao Pré-aterogénica Ateroprotetora
CcD8" Sua atuag&o n&o é clara . .
i 3 Possivel Possivel
Aumenta com 0 numero de macrofagos
CD4*
.Thl Predominante em placas ateroscleroticas
Secreta IFN-y (principal) e TNF Sim Nao
Deplecéo IL12/IL18 induz->diminui placa
. Th2 Secreta IL4 (principal)
. deplecéo IL4 induz - placas menos severas
Secreta IL5 IL13 Possivel Possivel
. deplecéo IL5 IL13 > desacelera progresséo
Atuacdo tem sido debatida
- Th17 Secreta IL17 (principal) . ,
. . Nao Sim
Relacionada com estabilidade da placa
Tregs Ha& varios subtipos
Comunica a imunidade inata com adaptativa
Acreditava-se ateroprotetor Possivel* Sim

Tem sido relacionada com aumento da placa

Comunica a imunidade inata com adaptativa
* E possivel que as Tregs, além de atuar no sistema imune, participe no metabolismo de
lipoproteinas, pois sua deplecdo em estudos experimentais aumentou DAC e aumentou
substancialmente os niveis de LDL%,
CD: cluster of differentiation; IFN: interferon; IL: interleucina, Tregs: Linfdcitos T reguladores.
Fonte: Libby?*?, Libby e Hansson?®; Ketelhuth e Hansson®3; Tsiantoulas et al.3”, Campbell et al.*2.

Linfoécitos B
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Os linfécitos B apresentam como funcao principal montar respostas com
anticorpos e atuar como células apresentadoras de antigeno para os linfocitos
T. Recentemente, foi reportado que também podem modular a imunidade
através da liberacdo de citocinas. Semelhante a sua forma segregada,
anticorpos também sdo expressos na superficie de células B, chamados de

receptores de células B (BCRs)%,

Diferentemente dos linfocitos T, que sdo muito presentes nas lesbes
ateroscleroticas, os linfécitos B apresentam apenas algumas células na camada
adventicia circundante nas placas ateroscleroéticas. Os linfocitos B se organizam
em orgaos linfoides terciarios e tém sido considerados como reguladores das
respostas inflamatérias das lesdes®33’. Os linfocitos B ja foram defendidos como
ateroprotetores, entretanto alguns estudos tém debatido esta atuacéo.
Diferentemente dos macréfagos e linfocitos T, presente em todos os estagios,
os linfécitos B s6 sdo encontrados nas placas ateroscleréticas®?, em lesdes
avancadas*?. Os mecanismos pelos quais os linfécitos B atuam na aterosclerose
incluem a producdo de imunoglobulinas e formacdo de complexos
imunolégicos®”#2, que incluem células dendriticas e linfécitos T. Sugere-se que
este 6rgao linfoide terciario atue como um centro de resposta humoral local, onde
ha a maturacéo e a producdo de anticorpos e apresentacdo de antigeno pelas

células dendriticas*.

Os principais antigenos enddgenos sao as OxLDL, que tem sido apontada
como evento chave no desencadeamento da inflamacéo caracteristica da
aterosclerose, e além desta, as HSPs 60, expresso pelas células endoteliais em
reposta a varios estimulos pro-aterogénicos, como uma dieta rica em
colesterol®’. Os mecanismos de atuacdo sdo através das imunoglobulinas.
Anticorpos especificos para os componentes da placa como OxLDL e HSP 60
neutralizam os antigenos, medeiam a apresentacdo de antigenos e a liberagéo
de citocinas, incluindo a IL10. Embora alguns estudos apontem que as células B
tem funcéo ateroprotetora, estudos em ratos knockout para ApoE e LDLR
(receptor de lipoproteina de baixa densidade), e deplecdo do anticorpo anti-
CD20, mostrou reducéo significativa da lesdo aterosclerética. Desse modo, a

atuacdo das células B na aterosclerose ainda é controversa. Ha dois grandes
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subtipos de células B: B1 e B23742, Linfécitos B1 produzem IgM e IgA naturais,
e podem ser subdivididas em Bla (aparentemente ateroprotetora) pela secregéo
de IgM e estdo em menor numero; e Blb, mas sua atuagcdo ainda nédo é
conhecida®’. As células B23742 apresentam provavel atuagdo pré-aterogénica,

mas ainda é discutivel3’42,

As células B1 tém como principal funcdo secretar IgM natural com
hipétese de agir de forma preventiva contra DCV3742, As IgGs, secretadas pelos
linfécitos B2, sdo o principal subtipo de imunoglobulina circulantes nos seres
humanos e estdo presentes nas placas ateroscleréticas. Acredita-se que devam
ter atividade pré-aterogénica, mas ainda ha poucas evidéncias®’.

Participacdo da camada adventicia e média na inflamacdo da

aterosclerose

Além dos mecanismos de quimiotaxia, ha o vasa vasorum em placas
ateroscleroticas, que forma uma comunicacdo desde a camada adventicia até a
intima?%, e pode contribuir para o recrutamento de linfécitos para a camada
adventicia, e dessa forma, pode modular a resposta imune nas placas
ateroscleréticas, tanto em humanos, quando em ratos*?. A camada adventicia é
a origem da neovascularizacdo da placa aterosclerdtica e foco da atividade
inflamatérial®, pois é o local de maior nimero e organizacgéo dos linfécitos T e B,
que, consequentemente, contribui para a resposta imune tanto inata, quanto
adaptativa, que regulam a aterosclerose!®4?, Além disso, ha estruturas linfoides
terciarias organizadas na camada adventicia, o que modula a resposta imunitaria
adaptativa. As células dendriticas sédo presentes!®“? e apresentam um papel de
patrulhar a camada adventicia e as outras regides da placa, com o objetivo de
encontrar antigenos e o0s apresentar aos linfocitos T, sendo, portanto, uma outra

via de ativacdo da imunidade adaptativa.

A camada média, at¢ o momento, aparenta ndo ter uma atividade
imunitaria e inflamatoria exuberante, isso se deve as células musculares lisas,
que quando estimuladas pelo interferon-y (através dos linfécitos Th1), produzem

indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que € uma enzima que inibe a proliferagdo
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dos linfocitos T. Isto pode limitar as respostas inflamatérias e imunes da camada

intima e proteger a integridade arterial®®.

1.3 Obesidade e doenca arterial coronariana

A obesidade esta associada com disfuncéo do tecido adiposo*® e com a
inflamacédo sistémica**4°, A populacdo de macréfagos, que normalmente
representa entre 5-10% de todas as células presentes no tecido adiposo, em

condicGes de obesidade aumenta para até 60%**.

A obesidade € considerada um problema de saude publica no mundo todo
e pode ser definida como um actimulo de excessivo de tecido adiposo no corpo®.
De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, a prevaléncia de individuos,
de ambos sexos, com idade maior ou igual a 18 anos, em condig&o de sobrepeso
(IMC 2 25 kg/m?) no Brasil foi de 54,1% (48,7 e 59,3)* e de obesidade (IMC 2

30 kg/m2) foi de 20% (15,8 e 24)*’, ambas estimativas ajustadas para idade.

O IMC é um marcador de obesidade total e foi demonstrado como um
indicador associado com inflamacéo sistémica em individuos saudaveis*®. Além
disso, a obesidade ja € conhecida como um fator de risco independente para
doencas cardiovasculares, principalmente em mulheres, desde a década de 80.
Na coorte do tradicional estudo Framingham Heart Study foi investigado a
incidéncia de DAC ao longo de 26 anos. O peso foi associado com 6bito por DAC
e insuficiéncia cardiaca congestiva em homens, independentemente da idade,
colesterol, pressdo arterial sistolica, uso de cigarro, hipertrofia ventricular
esquerda e a intolerancia a glicose. Em mulheres também foi encontrada
associacao positiva e de modo independente para DAC, AVC, insuficiéncia

cardiaca congestiva (ICC) e morte por DAC e DCV em geral*.

1.4 Tecido Adiposo

O tecido adiposo apresenta fungbes metabodlicas e imunes de amplo
espectro, podendo ser classificada entre tecido adiposo branco ou marrom®°, O
tecido adiposo branco apresenta a funcéo de estoque de energia em forma de

triglicérides, com formato de goticulas uUnicas de gordura (unilocular), e
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apresenta uma quantidade variavel de mitocondrias. Grandes quantidades de
tecido adiposo branco estdo associadas com distlrbios relacionados a
obesidade, e esta quantidade aumenta de acordo com a idade,
proporcionalmente ao peso total do corpo. O tecido adiposo marrom tem como
funcdo dissipar energia através de producdo de calor. Seus adipécitos sao
multiloculares com vacuolos, e grande niumero de mitocéndrias, e em humanos
diminui com o envelhecimento. Apresenta distribuicdo estratégica no corpo para

fornecimento de energia para os 6rgaos vitais®!.

A constituicdo do tecido adiposo branco vai além de adipécitos, como
também células estromais vasculares, incluindo células fibroblasticas do tecido
conjuntivo e pré-adipdcitos (ainda ndo preenchidas com lipidios), que contribuem
para a integridade estrutural e constituem cerca de 50% do seu conteudo celular
total. Além disso, ha muitos leucdcitos: macréfagos, linfécitos T CD4, CD8 e
reguladores, natural killer T, linfocitos B, mastocitos, eosindfilos e
macréfagos*3:44:50.52,

O tecido adiposo branco saudavel € considerado como um 6érgao
enddcrino que secreta muitas adipocinas, que possuem multiplas funcées e
influenciam vérias funcbes fisiolégicas como metabolismo de nutrientes,
sinalizacdo de saciedade, angiogénese e atua diretamente no sistema
cardiovascular. Participa também da resposta inflamatéria*®, sendo considerado
atualmente como um érgdo imune®. As principais adipocinas séo:

(1) Adiponectina: sensibiliza a insulina em tecidos periféricos, sendo seus
niveis inversamente proporcionais a resisténcia insulinica,
obesidade*34%, diabetes*® e ao IMC**; aumenta a oxidacdo de acidos
graxos; inibe a gliconeogénese e aumenta a absorcao de glicose nos
adip6citos*®. Sua diminuicdo atribui perda do sinal anti-inflamatério e
com isso contribui para o desenvolvimento de inflamacdo na
obesidade®®. Apresenta efeitos ateroprotetores por modulacdo da
resposta inflamatéria do endotélio atraves da inibicdo da expresséao de
moléculas de adeséo de células endoteliais e adesdo de mondcitos ao
endotélio vascular. Além disso, inibe a formacao de células de espuma

por suprimir a expressdo de receptores scavenger e reduz a
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proliferacdo de células musculares lisas. No entanto, niveis elevados
de adiponectina estdo presentes em doencas inflamatérias e
autoimunes crénicas*.

(2) Leptina: tem efeito central na diminuicao de apetite e também aumenta
a oxidacao de gordura em muitos tecidos periféricos. A obesidade esta
associada com aumento de seus niveis, mas observa-se uma
resisténcia a acédo da leptina®®. Apresenta tanto efeito ateroprotetor,
pela diminuicdo de acumulo de lipidios e diminuicdo de lipotoxicidade
por inducdo de apoptose de acidos graxos, quanto pro-aterogénico por
inducao da disfuncdo endotelial, estimulacédo da inflamacéo, geracéo
de estresse oxidativo, aumento da agregacao plaquetéria, hipertrofia
e proliferacdo de células musculares lisas*.

(3) Apelina: seu aumento estd associado com a obesidade, mas
apresenta efeitos benéficos como: estimulador de contratilidade
cardiaca, promove vasodilatacdo e mostrou-se redutora de pressao
arterial em ratos#.

(4) Visfatina: reduz a apoptose em células do musculo liso vascular e
células endoteliais humanas, mas a sua expressao aumentada esta
relacionada com placas instaveis na artéria carotida e aterosclerose
em artérias coronarias**.

(5) Resistina: associada com a obesidade e resisténcia insulinica, além
de ser relacionada com doencas cardiovasculares.

(6) Chemerin: relacionada com citocinas pro-inflamatorias, proteina C
reativa, IL-6 e TNF*.

O tecido adiposo tem a funcdo de proporcionar isolamento térmico* e
proteger outros 6rgdos de danos mecanicos*>44. Os dois principais depdsitos de
tecido adiposo branco sao o visceral, que incluindo o omento corresponde a 10%
do total de tecido adiposo corporal; subcutaneo, que corresponde a
aproximadamente 85%; e os tecidos adiposos que revestem os 6rgaos como o
coracdo, rins e ganglios linfaticos®. Apresenta também a funcdo de
armazenamento de triglicérides, liberacdo de &acidos graxos livres para a
circulacdo para oxidacdo ou armazenamento por outros tipos celulares, de

acordo com o estimulo hormonal, sendo, portanto, um importante regulador da
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liberacdo ou armazenamento de gordura, além das adipocinas, ja listadas, que
regulam a homeostase metabdlica, agindo em 6rgdos distantes, tais como o

cérebro, rim, figado, pancreas e muisculo esquelético®.

As células imunes estdo presentes no tecido adiposo branco>°0, Através
de uma complexa rede, essas células contribuem para as fungbes do tecido
adiposo, como o0 armazenamento de triglicérides (reserva de energia) e
homeostase da glicose. Na obesidade, os adipdcitos se hipertrofiam e néo
armazenam energia de forma eficiente, as células imunes se desregulam, e em
alguns casos adquirem um fenétipo pré-inflamatério com efeitos deletérios para
0 organismo. Os adipdcitos se hipertrofiam e os vasos sanguineos se tornam
rarefeitos levando a hipdxia e estresse oxidativo. Este processo induz a morte
celular dos adipécitos e eleva a producédo de mediadores inflamatorios derivados
do adip6cito como a leptina, resistina e outros como MCP-1, que induz o
recrutamento, proliferacdo e ativacdo de macréfagos. Os macrofagos assumem
um fendtipo pro-inflamatorio (M1), ha o aumento de linfécitos T Thil, e linfocitos
citotoxicos CD8* 455053, Estes macroéfagos fagocitam os adipdcitos em processo
de morte ou mortos, formando uma estrutura denominada “crown-like structures”
(CLS), que apresenta a morfologia de um anel de macréfagos e outras células
do sistema imunoldgico que cercam estes adipdcitos. Esta formacéo parece ser
um processo adaptativo para eliminar os detritos celulares ou para limitar a
liberacdo de lipidios toxicos quando adipdcitos sofrem morte celular por meio de
fagocitose®. No entanto, os macréfagos ativados com fenétipo pré-inflamatério
secretam TNF-a, IL 1, IL-6 e IL-8, cuja atividade levam a resisténcia a insulina.
Em resposta, sdo ativados os macréfagos com fenétipo anti-inflamatério M2, que
aumentam a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias e IL-10 para proteger o0s
adipocitos dos riscos de um processo inflamatério exacerbado®2. Este processo
pode ser visualizado na figura 9. Tanto o niumero de macréfagos, quanto a
mudanca de fendtipo de pro para anti-inflamatério/reparador (M2) sao afetados

pela perda de peso®2.
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Fonte: Lumeng et al.52,
Figura 9. Processo inflamatorio induzido pela obesidade.

Os linfécitos B, em condi¢cdes de obesidade, estdo relacionados com
resisténcia a insulina, e também com a producéo e infiltracdo de IgG no tecido
adiposo®®. Em individuos com obesidade mérbida (IMC = 40 kg/m?, com IMC
médio de 46kg/m?) foram encontrados linfécitos T e B no tecido adiposo
subcutaneo, formando CLS. Além disso, os linfocitos B foram associados de
modo independente com o uso de metformina, independente dos niveis de

hemoglobina glicada e diabetes mellitus®*.

1.4.1 Tecido adiposo epicardico

O tecido adiposo epicardico (TAE) é o tecido adiposo visceral toracico
adjacente ao coracdo®>%¢, E classificado como um tecido adiposo branco®®, e,
portanto, pode secretar adipocinas como um 6rgao enddcrino, armazenar lipidios
e atuar como um tecido inflamatdrio. Partilha a mesma origem embrionaria do
tecido adiposo omental e mesentérica. Em adultos esta concentrado no espaco
atrioventricular e interventricular e acompanha o trajeto das artérias coronarias.
O tecido adiposo pericardico € denominado como a gordura epicardica (em todos
os locais possiveis), somado a gordura paracardiaca, ou mediastinal (superficie
externa do pericardio parietal dentro do mediastino), sendo que este apresenta
fornecimento de diferentes fontes, incluindo a artéria pericardiofrénica, um ramo
da artéria mamaria interna®. Ja a irrigacdo do TAE é feita pelas artérias
coronarias®®®. A funcdo do TAE é de capturar e armazenar acidos graxos livres
interventriculares para proteger os cardiomiécitos da exposicdo de

concentragbes excessivas de acidos graxos livres das artérias coronarias
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durante o aumento da ingestao de energia. Alternativamente libera acidos graxos
livres como fonte de ATP imediato para o miocardio durante os periodos de
necessidade. Estudos de autépsia sugerem que o TAE, em um coracdo sem

alteracoes, representa 15% do peso do coragéo®®.

O TAE secreta adipocinas®>°6, contém nervos adrenérgicos e colinérgicos
que interagem com o sistema nervoso simpético e parassimpatico no coracéo®’.
E possivel medir a espessura através de métodos de imagem. Atualmente, a
espessura do TAE é visto como um fator de risco metabdlico e cardiovascular
melhor do que a circunferéncia abdominal, com boas correlagées com os niveis
de insulina e pressdo arterial sistélica®®. O TAE é espesso em pessoas com
diabetes mellitus, sindrome metabdlica, esteatose hepatica e aterosclerose

subclinica®S.

1.4.2 Tecido adiposo perivascular

7

O tecido adiposo perivascular (TAP) é diferente de outros tecidos
adiposos, por causa de sua localizacdo ao redor da maior parte dos vasos
sanguineos, com excecdo da circulacdo cerebral®®. Ainda ndo é muito bem
estabelecido se o TAP é um tecido adiposo branco, bege, marrom ou outro tipo
de tecido adiposo®®, embora haja evidéncias para se acreditar que seja tecido
adiposo branco. O TAP possui um contato direto com a camada adventicia®! e
com o vasa vasorum®®. Muitas vezes o TAP infiltra na camada adventicia. O TAP
apresenta adipécitos menores e irregulares em relacédo aos adipocitos em outros
sitios, como por exemplo, o tecido adiposo subcutaneo e perirrenal®. Além da
diferenca morfolégica, ha propriedades funcionais intrinsecas ao TAP como a
secrecdo de citocinas com um perfil pro-inflamatoério (IL6, IL8 e MCP-1) e
secrecédo reduzida de adiponectina. Dessa forma, acredita-se que o TAP pode
participar do desenvolvimento da aterosclerose por contribuir para a inflamacao
na camada adventicia®l. O TAP também secreta adipocinas, libera de espécies
reativas de oxigénio, € infiltrado por macrofagos e linfocitos T e tem papel na
diminuicdo da contratilidade vascular. Com a obesidade, como acontece nos
demais tecidos adiposos, ha aumento do TAP, hipertrofia e hipdxia, levando a
inflamacdo do TAP e aumento da contratilidade vascular sugerida pelo
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desbalanco da secrecdo de adipocinas e da presenca de inflamacao. Estudos
experimentais mostraram que a massa de TAP pode ser diminuida na presenca
de hipertenséo e também perda do efeito de anti-contratilidade®®.

1.5 Tecido adiposo cardiaco: epicardico e perivascular associados
com DAC

Os estudos que relacionam tanto inflamag&o no TAE, quanto TAP com a
aterosclerose coronariana tém sido alvo de intensa investigacdo na Ultima
década. Um dos primeiros estudos foi de Mazurek et al.??, em 2003, que
compararam a expressdo de mediadores inflamatérios no TAE e no tecido
adiposo subcutaneo (TAS). Foi realizado coleta de sangue e amostras dos
tecidos descritos em 55 pacientes com DAC severa submetidos a
revascularizacdo do miocardio. Os mediadores inflamatérios IL6, IL-18, TNF-a e
MCP-1 foram maiores no TAE do que no TAS. Nao foram encontradas
associacfes entre as variaveis clinicas e concentracbes dos mediadores
inflamatérios no plasma com a inflamacdo no TAE. A expressao dos genes
relacionados as citocinas evidenciou a presenca de inflamacdo no TAE.
Posteriormente realizaram a técnica de imunoistoquimica em 11 destes
pacientes para marcacéo de linfocitos T (CD3), macréfagos (CD68) e mastdcitos
(tryptase). Observou-se um denso infiltrado de células inflamatérias no TAE,

variados dentro dos capilares sanguineos e nenhum achado em TAS.

Um estudo japonés de Konishi et al.?3, em 2010, avaliaram a associagdo
entre inflamac&o no TAP e DAC através de andlise patolégica em uma amostra
e clinica em outra amostra utilizando tomografia computadorizada (TC).
Primeiramente, foram analisados 39 individuos submetidos ao exame de
autopsia (21 individuos no grupo DAC com estenose = 50% e 18 no grupo < 50%
de estenose) para avaliar a associacdo com a inflamacgéo no TAP e DAC. Desta
amostra somente a coronaria direita foi avaliada através de cortes transversais.
O TAP foi avaliado através de método de imunoistoquimica (IHQ) com anticorpo
primario CD45 para corar leucdcitos. Em seguida, as células positivas foram
quantificadas em dez pontos a 400x de ampliacdo e resultado expresso em

células/mm?2. Adicionalmente, na segunda amostra, 39 pacientes vivos com SCA
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(angina instavel, infarto com ou sem elevacéo do segmento ST) foram recrutados
e submetidos a angiografia-TC, e estes individuos foram comparados com mais
30 individuos com suspeita de DAC sem cirurgia prévia, arritmia ou intervengao
coronaria percutanea. Nestes individuos, a inflamacdo foi estimada pela
densidade celular perto da lesdo culpada e em um segmento ndo culpado, e
posteriormente, foi criado um indice da diferenca entre as densidades. Foi
encontrado maior niumero de leucécitos no grupo DAC em relacdo aos controles
na amostra de autépsia; e nos estudos de imagem, a densidade foi maior ao
redor de les@es instaveis culpadas no grupo com SCA. A diferenca de densidade

celular foi maior nos grupos com DAC do que sem DAC.

Hirata et al.®*, em 2011 avaliaram tanto a infiltracdo de macréfagos e
linfécitos T, quanto a expressao de citocinas no TAE e no TAS, em material
obtido durante cirurgia cardiaca eletiva de revascularizagdo do miocardio (DAC+)
de 8 pacientes, e em cirurgia cardiaca eletiva de troca valvar de 9 pacientes
(controles). As amostras foram analisadas através da técnica de
imunoistoquimica para células T CD4* e CD8*, e CD68 para macrofagos. As
células foram quantificadas em 3 campos aleatérios com diametro de 200um.
Foi realizada a isolacdo e quantificacdo de RNA mensageiro. O numero de
macrofagos e linfécitos T CD8* foi maior no grupo com DAC+. Os linfocitos T
CD4* nao foram encontrados no TAE e TAS em ambos grupos. A expressao de
adipocinas, IL6, TNF-a e MCP-1 no TAE e TAS nao foram diferentes entre os

grupos.

O mesmo grupo investigou a polarizacdo e expressao de citocinas de
macréfagos polarizados no TAE e TAS de 38 individuos submetidos a cirurgia
cardiaca eletiva de revascularizacdo do miocardio (DAC+) e de 40 individuos
submetidos a cirurgia cardiaca eletiva de troca valvar mitral ou adrtica
(controles). Para identificacdo dos macrofagos foi utilizada a técnica de
imunoistoquimica, para fen6tipo M1 foi utilizado o anticorpo CD11c, e para M2
foi utilizado o anticorpo CD206, e para macrofagos em geral foi utilizado o
anticorpo CD68. A quantificacdo seguiu 0s mesmos parametros do estudo
anterior. O numero de macréfagos CD68, tanto M1 quanto M2 foi maior no grupo

com DAC+ comparado aos controles. Além disso, foi confirmado por
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imunofluorescéncia com dupla marcacao que ndo houve nenhum CD68 corado
isoladamente, ou seja, todos macrofagos marcados com fenétipos M1 e M2
atraveés dos anticorpos CD11c e CD206 foram corados por CD68, evidenciando
gue sdo bons marcadores para fenotipagem de macrofagos. A proporcao de
células CD11c/CD68-positivo  (pro-inflamatério) foi  significativamente
aumentada, e a propor¢do de células CD206/CD68-positivas (anti-inflamatorio)
foi significativamente reduzida no TAE no grupo DAC+. No TAS néao houve
diferencas entre os grupos. Os numeros de macrofagos foram associados com
a gravidade de aterosclerose pela pontuacdo Gensini. Os resultados mostraram
que a proporgdo de CD11c/CD206 mostraram uma boa correlagdo com a
pontuacdo Gensini, evidenciando que a polarizagcdo de macréfagos é uma
melhor ferramenta para avaliar a inflamacao no TAE. Em relacdo as citocinas IL-
6, TNF-a, e MCP-1, citocinas pré-inflamatérias secretadas por macrofagos M1,
foram positivas no TAE no grupo com DAC. E as citocinas IL-10 e AMAC1],
citocinas anti-inflamatorias secretadas por macréfagos M2, também foram
regulados positivamente no TAE no grupo DAC. No entanto, no TAS néo foi

observado diferencas entre os grupos®®.

Verhagen et al.®®, em 2012, em um estudo post mortem, investigaram a
relacdo da quantidade e inflamacdo do TAP com o tamanho e composicdo de
placa da artéria coronaria descendente anterior (DA). Foram incluidos 16
individuos com idade > 40 anos ou causa de morte vascular. A artéria coronaria
DA foi dissecada em até 6 cm com o TAP delimitado por um raiode 1 a2 cm, e
apos fixacdo foram realizados cortes transversais gerando 143 fragmentos
analisados. As seccdes foram definidas entre proximais e distais (fragmentos
controles), sendo proximais os trés primeiros centimetros apés a bifurcacéo e
distal entre 3 a 6 cm ao longo do trajeto. A estenose do limen foi aferida e a
avaliacdo da composicéo de placa foi feita, quanto a presenca de nucleo lipidico,
calcificagéo, colageno e células musculares lisas. Além disso, as placas foram
coradas para macréfagos (CD68), linfocitos T (CD3) e linfécitos B (CD20) através
da técnica de imunoistoquimica e divididos em categorias de acordo com o
namero de células inflamatorias em, pelo menos, um quadrante. No TAP, foi
estimado a espessura, o tamanho do adipdcito e numero de macréfagos em 10

campos com amplificacdo de 400x em todos os quadrantes da artéria coronaria.
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A maior parte da casuistica tinha IAM (75%), sendo que somente em seis
individuos foram encontras lesdes instaveis (presenca de hemorragia de placa
ou trombo). Além disso, algumas lesdes instaveis estavam localizadas em outras
artérias coronarias ndo avaliadas (artéria coronaria direita), ou estavam na
artéria coronaria DA, mas neste estudo so foi analisado a estenose de lumen,
independente da estabilidade da placa. A inflamacdo (macréfago) no TAP foi
associada com tamanho da placa. Maior area do TAP foi associado com maior
namero de macroéfagos e linfécitos da placa. O aumento de macrofagos no TAP
foi associado com placas de ateroma com conteudo lipidico, calcificacdo e baixo
teor de colageno. Finalmente, o nimero de macrofagos no TAP foi associado
com infiltracdo de macrofagos e linfocitos na placa de aterosclerose na camada

adventicia.

Grosso et al.5’, em 2014, investigaram os efeitos anti-inflamatérios de
sinvastatina e pioglitazona em 73 pacientes submetidos a revascularizagdo do
miocardio (grupo DAC) e valvuloplastia (controles), subdivididos em quatro
grupos: controles sem tratamento (n=17), uso de sinvastatina sozinha (20
mg/dia, n=20), pioglitazona sozinha (30 mg/dia, n=18), ou sinvastatina e
pioglitazona (20 mg/dia + 30 mg/dia, n=18). Os critérios de exclusdo foram:
individuos com doenca hepatica, insuficiéncia renal, doencas neoplasicas,
doencas metabdlicas, HIV positivos, e tabagistas. Os tratamentos foram
iniciados trés meses antes da cirurgia e mantido até a data da cirurgia. Uma
amostra de TAE foi retirada na regido da artéria corondria direita e realizado
imunoistoquimica para macrofagos com anticorpo CD68, linfécitos T com
anticorpo CD45 clone especifico UCHL1 %8, e linfécitos B com anticorpo CD20.
A andlise das células foi feita pelo percentual de area positiva para células e
marcadores inflamatorios foi quantificado em trés campos (bordas, centro e
adjacente aos vasos no TAE). Foram obtidas amostras de sangue para
mensurar: adiponectina, leptina, resistina, MCP-1, matriz de metaloproteinase-9
(MMP-9) e dimetilarginina assimétrica (ADMA), IL-6 e TNF-a. O uso de
pioglitazona e sinvastatina, associados ou sozinhos, reduziu a proteina C reativa;
a sinvastatina sozinha reduziu IL-6, leptina, resistina e MCP-1; a pioglitazona
sozinha reduziu IL-6, TNF-a, resistina e matriz e de metaloproteinases-9; e a

associacdo de ambos reduziu IL-6, TNF-a, resistina e ADMA e MMP-9.
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Resultados foram baseados em comparacédo aos controles. No TAE néo foram
observados linfocitos B e T no grupo que usou pioglitazona sozinha e no grupo
controle. Foi observado que houve reducdo de macréfagos com o uso dos
medicamentos. Houve aglomerados de macrofagos, linfécitos T e B
concentrados perto da borda ou em torno de vasos sanguineos no TAE de
pacientes tratados com sinvastatina. Entretanto, linfécitos B ndo foram
observados no centro do TAE. Autores sugerem que a agao da sinvastatina e

pioglitazona podem reduzir a inflamacé&o no plasma e no TAE simultaneamente.

Téavora et al.%%, em 2010, investigaram a associacdo entre o grau de
inflamacéo linfocitica na camada adventicia nas artérias coronarias com o tipo
de placa na camada intima subjacente, em 81 homens e 13 mulheres com DAC
grave e que sofreram morte subita. LesBes com obstrugao arterial = 75%,
estimado por inspecao macroscopica, foram analisadas. As artérias coronarias
foram dissecadas e cortadas transversalmente entre 3 a 5 mm e as seccgdes
foram avaliadas de acordo com critérios da American Heart Association (AHA).
Na amostra, 44 individuos apresentaram ruptura ou fissura aguda, 12 tinham
erosdo aguda e 38 apresentaram placas estaveis. Das 3868 secdes analisadas
histologicamente, foram avaliadas um subconjunto com 464 secc¢des, algumas
seccBes com aterosclerose e outras sem aterosclerose (dado ndo mostrado no
artigo), sendo realizado imunoistoquimica para macrofagos (CD68) com o
objetivo de avaliar a densidade de macrofagos no tecido adiposo peri-adventicial
com a caracteristica e inflamacao da placa aterosclerética. Embora tenham
incluido um grande namero de individuos com lesdes instaveis e culpadas,
somente as secc¢les estaveis foram utilizadas para avaliar a associacdo de
densidade de macréfagos no tecido adiposo peri-adventicial com espessamento
difuso da camada intima, espessamento patolégico da camada intima, placa
fibrosa, fibroateroma e intimal xanthomata. Os macrofagos foram quantificados
em 4 ou mais campos com aumento de 40x e na camada intima foi determinado
o grau da quantidade de macrofagos através de uma classificagéo ordinal de 0
a 4. Foi encontrado que no tecido adiposo peri-adventicial, a maior densidade de
macrofagos foi associada a maior intimal xanthomata e ao fibroateroma em

relacdo aos outros tipos de placa. Houve correlagdo de macréfagos no tecido
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adiposo peri-adventicial com a quantidade de macrofagos na camada intima e o

escore de linfécitos na camada adventicia (linfocitos B [CD20] e T [CD3])®°.

Em um estudo mais recente, Kralova et al.”?, em 2015, investigaram a
relacdo entre DAC e a quantidade de TAP, diametro da artéria coronaria e o total
do numero de macrofagos no TAP em coragcbes doados por individuos que
receberam transplante cardiaco. Foram coletados coracfes de 96 pacientes (58
com DAC avancada e insuficiéncia cardiaca, e 38 com cardiomiopatia dilatada).
O coracao foi pesado, retirado duas amostras (proximal e distal) junto de TAP
adjacente a artéria coronéria DA, e em seguida, foram fixadas em formol por pelo
menos 24h. Outro pesquisador, cego para a divisdo dos grupos, foi responsavel
pela separacdo e avaliacgdo das amostras. Foi realizada a técnica de
imunoistoquimica do TAP e artéria com CD68, e confeccionado laminas da
artéria com TAP para estimar a area de ambos através de quantificacao
estereoldgica (cruzamento de pontos com um grid). A quantificacdo do numero
de macrofagos foi realizada na parede da artéria coronaria e no TAP com seis
campos alocados de modo sistematico sob aumento de 40 vezes com um grid.
Além disso, a area da artéria coronéria e de TAP foram mensuradas. Nao houve
diferenca na area de TAP entre os grupos de DAC e cardiomiopatia dilatada,
tanto proximal, quanto distal, mas houve para a area da artéria coronaria, que foi
maior no grupo com DAC. Adicionalmente, o nimero de macréfagos no TAP no
grupo DAC foi diferente do grupo controle, proximal e distal. O numero de
macréfagos na parede da artéria coronaria DA foi superior no grupo DAC quando

comparado ao grupo controle’®,

Estes estudos sugerem que a inflamacao no tecido adiposo epicardico ou
epicardico perivascular estd associada com a aterosclerose coronariana, embora

apresentem algumas limitagdes.

Em muitos estudos o TAE foi o objeto de analise®-%%%7 mas sugere-se
que TAP apresenta uma atuacao especifica por ser um tecido especializado. O
TAE foi alvo de ampla investigacdo na maior parte destes estudos®2646570 que
obtiveram amostras provenientes de cirurgias e bidpsias®?646567.70 A

investigacdo das células inflamatérias no TAE foi amplo, incluindo linfécitos T no
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geral (CD3)®?, linfécitos T CD4*e CD8* ¢4, e macroéfagos que foram amplamente

investigados em todos os estudos®?6470 incluindo a sua fenotipagem®® e foi
detectada a presenca de linfocitos B em clusters ao redor dos vasos, mas esta
presenca foi ausente no centro do TAE®’. No entanto, a cirurgia, principalmente
as revascularizacdes do miocardio com uso de circulacdo extracorpérea, pode
desencadear inflamacdo’’?, com elevacdes das proteinas de resposta ao
choque térmico (HSPs) e mondcitos’..

Dos estudos que investigaram TAP, a maior parte foram através de
material de autopsia, porém mesmo com acesso a todas as artérias coronarias
foi investigado apenas uma artéria coronaria, principalmente a artéria coronaria
direita®3, ou descendente anterior®®’%, Somente Tavora et al.®° investigaram a
lesdo culpada abrangendo todas as artérias. Além disso, somente 0s

macroéfagos (CD68) foram investigados no TAP63.66.69.70,

Os macrofagos e leucdcitos (CD45) foram comparados em areas
diferentes com e sem aterosclerose com o objetivo de investigar se a inflamacéo
estava associada localmente a placa aterosclerética. No entanto, os leucécitos
foram comparados em relacdo a densidade do TAP através de estudos de
imagem®, o que é uma avaliacdo indireta comparado aos métodos que
visualizam as células ou citocinas secretadas diretamente no tecido através de
anticorpos. Além disso, Verhagen et al.®® definiram como locais proximais e
distais em relagcdo a origem da artéria coronaria e delimitacdo ao longo do trajeto
da artéria coronaria, ao invés de ser localmente a presenca e auséncia de placas
ateroscleroticas. Placas aterosclerdticas distais ocorrem e estdo associadas
quando ha mudltiplas placas ateroscleréticas proximais e mediais, e sao
associadas também com altas pontuagcdes no escore de célcio, sendo que sao
raras em pacientes uniarteriais ou quando nédo ha lesdes proximais’3. Embora
Tavora et al.?° tenham realizado esta comparacéo, os autores ndo consideraram
a presenca da medida de diferentes leses no mesmo individuo. Kralova et al.”®
realizaram esta comparacdo, mas os tecidos foram obtidos apos transplante
cirdrgico e, como os demais estudos aqui citados, so investigaram em relacéo

aos macrofagos (CD68).
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Somente os estudos de Konishi et al.®3, Verhagen et al.?% e Grosso et al.®’
apresentaram critérios de exclusdo com caracteristicas que poderiam causar
viés nos resultados. Em relagdo ao tamanho de amostra, a maior parte dos
estudos apresentou um tamanho reduzido, com excecédo dos estudos de Hirata
et al.%> e Kralova et al.”?. Nos estudos de Konishi et al.%3, Mazurek et al.®? e
Tavora et al.®®, a investigacdo das células inflamatérias foi realizada em apenas
uma parte da amostra total. Em relacdo a andlise dos dados, quase todos
realizaram apenas a andlise univariada, e somente o estudo de Verhagen et al.%®
realizou andlise de regresséo linear e logistica mas com corre¢cdes somente para
os locais e as co-variaveis de interesse (composicao de placa e localizacdo —
proximal ou distal). Nenhum estudo corrigiu as analises para os fatores de
confusdo associados a aterosclerose e inflamacédo no tecido adiposo. Além
disso, os estudos que tentaram investigar se a inflamacéo esta associada
localmente com a placa ateroscler6tica®366%.70 ndo consideraram que estas

medidas sdo dependentes, pois sdo medidas repetidas no mesmo individuo.

Os estudos de Verhagen et al.%¢ e Tavora et al.?° tiveram acesso as lesées
instaveis por se tratar de material de autépsia. No entanto, no primeiro estudo as
caracteristicas de placa ndo consideraram sinais de instabilidade e a inflamacéao
no TAP nédo foi associado como um grupo separado®. No segundo estudo,
embora o autor tivesse tido um amplo acesso as lesdes instaveis, compondo a
maior parte de sua amostra, somente as lesdes estaveis foram selecionadas em
uma subamostra para investigar a inflamacao no tecido adiposo peri-adventicial

com as carateristicas de placa aterosclerética®.

Além disso, os linfocitos T ndo foram investigados em estudos de autopsia
e os linfécitos B ndo foram investigados até o presente momento no TAP
associado com aterosclerose. O Unico estudo que detectou, avaliou os efeitos
de terapia medicamentosa sobre as células inflamatérias no TAE®’. Finalmente,
estudos que investiguem o comportamento da inflamacéo no TAP associado de

modo independente com a doenga arterial coronariana instavel sdo necessarios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo entre inflamacdo no tecido adiposo epicardico

perivascular

e aterosclerose em artérias coronarias em um estudo

clinicopatologico.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar a correlacéo da inflamacao do tecido adiposo epicardico
perivascular periplaca com a porcentagem de obstrucdo das
artérias coronarias e presenca de placas ateroscleroéticas estaveis

e instaveis nas artérias coronarias.

Comparar a inflamacgéo no tecido adiposo epicardico perivascular
periplaca (TAPp) com os demais tecidos adiposos controles (tecido
adiposo epicardico perivascular com auséncia de aterosclerose
[TAPaa], tecido adiposo abdominal subcutaneo [TAS] e perirrenal
[TAPr]), de acordo porcentagem de obstrucdo e presenca de

placas aterosclerGticas estaveis e instaveis nas artérias coronarias.
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3 METODO
3.1 Local de coleta de dados

O presente estudo foi desenvolvido nos laboratorios de Patologia
Cardiovascular (Laboratorio de Investigacdo Médica — LIM22) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) e também no Laboratério de
Fisiopatologia no Envelhecimento da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo (LFE-FMUSP). O LFE-FMUSP tem como objetivo o melhor
entendimento dos processos relacionados a senescéncia e a senilidade. O LFE—
FMUSP apresenta uma estrutura organizacional bem definida de coleta de
dados, processamento, avaliacdo clinica e anatomopatoldgica. A coleta de
dados é realizada no Servico de Verificagdo de Obitos da Capital da
Universidade de S&o Paulo (SVOC-USP)’475, Este servico realiza em média
mais de 13.000 autépsias anualmente e tem como objetivo esclarecer a causa
mortis em casos de 6bito por moléstia mal definida ou sem assisténcia médica

ocorridos no municipio de Sdo Paulo?®.

O LFE-FMUSP criou uma estrutura organizacional de coleta de dados
composta por enfermeiros, que abordam e convidam os familiares a participarem
do estudo. Esta abordagem do familiar é realizada durante o periodo de 4 a 6
horas em que os familiares esperam no proprio local a liberacédo do corpo. Séo
explicados objetivo e método do estudo e o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) é aplicado. ApGs a aceitacdo e assinatura do TCLE é
aplicada uma entrevista clinica semiestruturada, que dura em média 30 minutos.
Este processo € realizado em uma sala privativa no préprio SVOC-USP. Além
disso, a equipe de coleta faz captacdo do material biolégico e os dados

antropométricos na sala de autépsia’*’®.

O presente estudo utilizou a experiéncia e a estrutura do LFE-FMUSP
para a coleta dos dados no periodo de 2013 a 2015. No periodo matutino a coleta
de dados foi realizada pelas equipes citadas anteriormente e no periodo
vespertino foi realizada pela aluna com o auxilio da equipe do Laboratorio de

Patologia Cardiovascular. Esta pesquisa € um projeto associado ao estudo de
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doutorado intitulado “Associacao entre adiposidade e aterosclerose sistémica”,
sendo a pesquisadora executante Aline Nishizawa e o pesquisador responsavel
Prof. Dr. Carlos Augusto Pasqualucci, com aprovacdo no Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (412/11).

Este estudo foi aprovado como projeto independente pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o
protocolo 439/12 (ANEXO 1[), mas com vinculagdo ao projeto citado
anteriormente, do qual foi autorizado a utilizacdo do mesmo TCLE (ANEXO 1I).
O presente estudo foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), através do auxilio regular a pesquisa
2013/00335-2, aprovado em abril de 2013 (ANEXO I11). Além disso, a aluna teve
bolsa de mestrado concedida pela FAPESP (ANEXO V).

3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal.

3.3 Casuistica
3.3.1 Critérios de Incluséo

e Teridade igual ou acima de 30 anos na data do 6bito;

e Ter autorizagdo através do TCLE assinado pelo responsavel legal;

e Intervalo post mortem inferior a 24 horas (contabilizados até o
término do processamento das amostras);

e Coracdo e tecidos adiposos cedidos pelo médico assistente
plantonista do SVOC-USP;

e Informantes com convivio diario ou semanal.

3.3.2 Critérios de Excluséo

o Informante que ndo forneca dados consistentes, por motivos

cognitivos, emocionais, ou por convivio com frequéncia superior ao semanal;
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o Tempo de fixagédo para amostras de tecido adiposo em um intervalo
maior do que 72 horas;

o Presenca das seguintes afeccdes durante a coleta de dados na
entrevista clinica semiestruturada, exame de autopsia, durante o
processamento ou ha avaliagdo anatomopatoldgica:

=  Stent coronariano;

=  Sepse;
= Uso de corticosteroides ou imunossupressores de uso atual ou
continuo;

= Historico de doenga autoimune;

= Histérico de pericardite crénica ou aguda;

= Derrame pericardico;

= Historia atual de miocardite e/ou endocardite;

= Doenca de Chagas;

= Hemopericardio ou tamponamento cardiaco;

» Transplante cardiaco;

= Cirurgia cardiaca prévia;

= Seguimentos (apenas fragmentos) da artéria coronaria que
apresentaram ponte miocardica, por auséncia de amostra de
tecido adiposo perivascular para correspondente avaliacao.

3.3.2.1 Identificacdo de sinais de sepse post mortem

7

O diagndstico de sepse é clinico, mas ha evidéncias de estudos em
patologia que examinaram as caracteristicas dos principais 6rgdos em resposta
a sepse’’. Quando ha presenca de pelo menos duas caracteristicas é
determinado o diagndstico de sepse’®. Durante o exame de autdpsia os técnicos
de autdpsia do SVOC amostram fragmentos dos principais érgaos, que sao
encaminhados para confeccdo de laminas coradas com hematoxilina-eosina
para a determinacdo do diagnostico da causa da morte. Para este estudo, foi
feito a requisicdo destas laminas no Laboratorio de Histotécnica da FMUSP, para
verificacdo de presenca de alteragées indicativas de sepse para cada caso’’. Os
participantes que obtiveram dois ou mais critérios associados a sepse com um
foco de infeccdo foram excluidos do estudo (exemplos na Figura 10). Esta
avaliacdo foi realizada em conjunto com o patologista Prof. Dr. Luiz Fernando

Ferraz da Silva.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 10. Fragmentos de pulmé&o, rim, baco e figado responsivos a sepse. A:
pulmdo, com aumento de 10x, com infiltracdo de neutrofilos associado a
pleurite, devido & broncopneumonia. B: pulm&o, com aumento de 40X,
evidenciando infiltrado de neutréfilos. C: rim, com aumento de 10x, com
necrose tubular aguda, responsivo a choque; D: baco, com aumento de 10x,
com esplenite aguda; E: figado, com aumento de 10x, responsivo a
broncopneumonia, com congestao e esteatose hepatica.
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3.3.3 Obtencéao dos casos

A equipe de entrevista clinica, da qual a aluna fez parte, realizou a
selecdo, recepcdo dos casos e aplicacdo dos critérios de selecdo iniciais:
familiares de primeiro grau e responsaveis legais que possuiam convivio no
minimo semanal com o falecido, e o intervalo post mortem menor do que 24
horas. Posteriormente, o familiar foi convidado para um local privativo e
silencioso, onde o TCLE foi explicado, e apds o consentimento dos familiares ou
responsavel legal foi assinado. A entrevista clinica sobre o histérico de saude do
falecido foi realizada (ANEXO V). As variaveis de interesse obtidas através da
entrevista clinica para este estudo incluem:

e Dados sociodemograficos: idade, sexo, cor, escolaridade, e
frequéncia de convivio com o falecido.

e Antecedentes pessoais e fatores de risco -cardiovascular:
diagnéstico prévio de hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes
mellitus, diagnostico prévio de DAC, insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), dislipidemia (DLP), AVC, sedentarismo, tabagismo, etilismo,
histérico de cirurgia cardiaca prévia, angioplastia, doenca de Chagas, e
doenca autoimune para verificar se havia critérios de excluséo.

e Uso de medicamentos (atual e continuo) como corticosteroides e

imunossupressores.

Concomitante a este processo, o corpo foi encaminhado a sala de
autopsia e a equipe de coleta realizaram a captacdo do coracao, amostras do
tecido adiposo perirrenal e abdominal subcutaneo, apos a assinatura do TCLE e
do consentimento do médico patologista do SVOC. Além disso, o peso do
individuo foi mensurado em quilogramas (kg) com o cadaver totalmente despido,
em posicdo supina, utilizando uma balanga com uma rampa de acesso
(Filizola®), para peso minimo de 4 kg e maximo de 600 kg, previamente tarada
para a maca (descontado 32 kg da maca). A altura foi mensurada em centimetros
(cm), na posicao supina, utilizado o estadidmetro com variacdo de 1 milimetro

(mm), para altura minima de 116 cm e maxima de 211 cm.
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3.4 Padronizacgao da técnica
3.4.1 Artérias coronarias

O coragéo e as amostras de tecido adiposo foram coletados e levados
para o Laboratorio de Patologia Cardiovascular para serem processados. O
coracdo e as gorduras foram lavados em agua corrente para a retirada do
excesso de sangue e de coagulos. Os tecidos adiposos perirrenal e subcutaneo

foram armazenados em cassetes e devidamente identificados.

A técnica de dissecc¢do, processamento das artérias coronarias e fixacao
foram padronizados. Inicialmente, a fixacdo do coracéao foi testada com alcool a
70% por imersao por pelo menos 24 horas. Esta técnica apresentou a vantagem
de facilitar a disseccdo da gordura epicéardica e flexibilizacdo do horéario do
processamento. No entanto, esta técnica apresentou algumas dificuldades
especificas para este estudo, tanto para as artérias coronarias, quanto para
tecido adiposo epicardico perivascular. Em relacdo as artérias coronarias, foi
observado colabamento da parede arterial. Isto foi notado principalmente nas
artérias que apresentavam auséncia de aterosclerose ou estavam em estagio
inicial. Devido a fixacdo por imerséo, o colabamento ocorreu pela pressao que o
tecido adiposo e o miocardio exerceram sobre a parede do vaso. Tentativas para
abrir a artéria coronaria ndo foram eficazes, pois ela ja havia sido fixada colabada
pelo alcool. Além disso, 0 4gar injetado apds a dissecao das artérias coronarias
nao permanecia dentro da artéria, devido a criacdo de novos orificios durante

processamento, que permitia o extravasamento do agar (Figura 11).



44

METODO

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 11. Artéria coronaria circunflexa apos fixacdo por imersédo em alcool 70%.
A: Imagem macroscopica (aumento de 3x) da artéria coronaria circunflexa com
grau de obstru¢cdo menor do que 30% com colabamento importante. B: Imagem
do corte histologico (aumento de 3x) do mesmo fragmento corado para Verhoeff.

O colabamento arterial afeta a medida da porcentagem de obstrucéo,
visto que este calculo ndo é fidedigno nesta situacédo. Dessa forma, o protocolo
de fixacédo foi alterado para dissec¢édo do coracdo a fresco apds a coleta. Para
tanto (1) coracgao foi colocado em um freezer a -20°C para ser resfriado por dois
minutos; (2) foi injetado agar nas artérias coronarias através do 6stio da
coronaria direta, no tronco da coronaria esquerda e da artéria coronaria
circunflexa (Figura 12); (3) o coragéo foi resfriado novamente por 1 minuto para
que o agar se solidificasse; (4) as artérias coronarias foram dissecadas com 1cm
de gordura epicéardica perivascular adjacente ao redor das artérias coronarias:
direita (CD), tronco da coronaria esquerda (TCE), artéria coronaria descendente
anterior (DA) e artéria coronaria circunflexa (CX) através do 0stio na aorta
ascendente; (5) o tecido adiposo epicardico perivascular foi removido
sistematicamente a cada 1,5 cm a partir do 6stio, devidamente identificado em
cassete mantendo a ordem crescente de retirada para correspondéncia do
fragmento das artérias posteriormente; (6) foi injetado agar repetidas vezes nas
artérias coronarias até que a artéria se abrisse completamente de modo

uniforme, sob uma plataforma de gelo reutilizavel (Figura 13).
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Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 12. Ostio da artéria coronéria direita e descendente anterior com a

primeira injecao de agar.
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Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 13. Procedimento de remocao do tecido adiposo epicardico perivascular

e abertura das artérias coronarias. A: Remocéao sistematica do tecido adiposo
perivascular sistematicamente a cada 1,5 cm a partir do 6stio; B: artérias
coronéarias apdés a dissecacdo com a injecdo de agar somente do inicio o
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procedimento, enquanto estavam no coracdo; C: resultado das repetidas

injecdes de agar com abertura eficaz.

Nota-se que a primeira inje¢cdo de &gar ndo foi completamente eficaz
(Figura 13B). No entanto, foi essencial, pois 0 agar solidificado fornece uma
estrutura de sustentacdo para que as injecdes repetidas de &agar nao
extravasassem atraves dos novos orificios criados. A injecdo de agar somente
ap6s a remocao das artérias coronarias ndo foi eficaz, pois o agar ficava em

estado liquido e extravasava pelos orificios.

ApoOs este procedimento, as artérias coronarias foram identificadas e
fixadas para a avaliacdo macroscopica. Dois agentes fixadores foram testados
neste estudo para a fixacdo das artérias coronérias: (1) formol tamponado e
diluido a 10% e (2) formol tamponado e diluido a 4%. O ultimo foi obtido através
do paraformaldeido, que foi tamponado com monobasico de sodio e bibasico de
sédio, até atingir pH entre 7,2 e 7,4. Para as comparacoes dos fixadores, foram
utilizados quatro fragmentos da mesma artéria coronaria. O agar foi injetado em
dois fragmentos, e os outros dois foram fixados sem agar, para verificar a
agressao direta no tecido pelo formol, pois as amostras iriam ser encaminhadas

ao laboratério de histotécnica sem agar.

O primeiro a ser testado foi o formol diluido a 10%. Este mostrou-se muito
agressivo e fez com que a camada intima, e em algumas vezes até a média e
adventicia, da coronaria fossem danificadas (Figura 14A) e a auséncia de agar
deixou a artéria coronaria colabada (Figura 14B). Os resultados evidenciaram
que o agar ajuda a proteger a camada intima da artéria coronaria dos efeitos
nocivos do fixador (Figura 14C). Além disso, o fixador que agrediu menos o
tecido foi o formol a 4%, e por isso foi escolhido para ser utilizado neste estudo.
O protocolo do tempo de fixagdo das artérias coronarias foi o preconizado pelo
Laboratorio de Histotécnica da FMUSP, que recomenda a fixagao por 3 a 7 dias.
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o A B~ C

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 14. Padronizagéo da fixagdo das artérias coronarias. A: artéria coronaria
fixada sem agar com formol diluido a 10%; B: artéria coronaria fixada sem agar
com formol tamponado diluido a 4%; C: artéria coronaria fixada com agar com

formol tamponado diluido a 4%.

3.4.1.1 Avaliagao das artérias coronarias

ApoOs a fixacdo, as artérias coronarias foram cortadas transversalmente
em fragmentos de 1,5 cm desde o 0stio até a extremidade, do mesmo modo em
que o tecido adiposo epicéardico perivascular foi retirado, e entdo cada fragmento
foi cortado transversalmente em intervalos regulares de 5mm para avaliacao
macroscopica em cada seccdo. A avaliacao foi feita sistematicamente em todas
as artérias coronarias, com registro da estimativa da porcentagem de obstrucéo
arterial e caracteristicas macroscopicas da placa para cada fragmento. Durante
a avaliacdo o fragmento com maior obstrucéo da luz do vaso ou com sinal de
instabilidade da placa aterosclerética (presenca de ulceracdes, hemorragia de
placa ou trombos) foram amostrados para posterior analise histologica de acordo
com a classificacdo da American Heart Association (AHA)?1:2830 Além disso, foi
amostrado também fragmento com auséncia macroscopica de aterosclerose ou
lesdo inicial de cada artéria, distal a placa de ateroma amostrada inicialmente,

que foi utilizado como controle intracardiaco.

Durante a avaliagdo foi registrado o nimero de placas ateroscleroticas ao

longo de toda a artéria, como uma medida da extensdo do comprometimento da
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doenca. Estes procedimentos foram feitos com auxilio de uma lupa
(Emporionet® LP 500, Brasil) com grande luminosidade. O agar foi retirado de
todas as secgBes amostradas e as artérias coronarias foram fotografadas com o
auxilio de um esteromicroscoépio (Nikon® SMZ 1000, Toquio, Japao) para analise

macroscopica (Figura 15).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 15. Seccdes de artérias coronarias fixadas e fotografadas através do
estereomicroscopio sob aumento de 1,5x. A: seguimento proximal da artéria
coronéria direita; B: seguimento distal da artéria coronaria direita; C: tronco da
artéria coronaria esquerda; D: seguimento proximal da artéria corondria
descendente anterior; E: seguimento distal da artéria coronaria descente
anterior; F: seguimento proximal da artéria coronaria circunflexa; G: seguimento

distal da artéria coronéria circunflexa.

As amostras foram enviadas ao laboratério de Histotécnica da FMUSP.
Os fragmentos das artérias amostradas passaram pelo processo de
desidratacéo, diafanizacdo e depois foram emblocadas em parafina. Com auxilio
de um micrétomo, foram realizados cortes com 4um de espessura para a
confeccédo das laminas. Cada fragmento foi corado com hematoxilina-eosina e
Verhoeff. As laminas confeccionadas foram fotografadas com auxilio de um
esteromicroscopio (Nikon®, SMZ 1000, Toquio, Japdo) para a medida

morfométrica da porcentagem de obstrucgéo.
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3.4.1.2 Avaliacao da porcentagem de obstrucéo

Para a avaliacdo do grau de obstrucao arterial foi utilizado a lamina corada
com a coloracdo de Verhoeff, devido a facil visualizacdo da lamina limitante
elastica interna (LLEI). Foram mesuradas as areas delimitadas pela LLEI e pelo
limen com auxilio de um software de imagem (ImageJ®)’® (Figura 16). A
porcentagem de obstrucdo arterial foi calculada de acordo com a seguinte

formula de acordo com estudos prévios®®:

Porcentagem de Obstrucéo Arterial = (Area interna a LLEI — Area do limen) x 100
Area interna a LLEI
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 16. Artéria coronaria corada com Verhoeff para a mensuracdo da
porcentagem de obstrucdo através da medida morfométrica da area delimitada
pela LLEI e da &rea do lumen. A: linha amarela contorna e delimita a &rea interna
da LLEI; B: linha amarela contorna e delimita a area do limen. Legenda: LLEI —

Lamina Limitante Elastica Interna.

3.4.1.3 Classificacdo da placa aterosclerética pelos critérios da

American Heart Association

A avaliacdo para a classificacdo do tipo da placa de aterosclerose foi
realizada com o objetivo de determinar se a placa aterosclerética era estavel ou

instavel, de acordo com estudos prévios2:2830, As placas ateroscleréticas com
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fissuras, ulceracdes, conteudo hemorragico e trombose (classificacdo VI) foram

consideradas instaveis?®3° (Figura 17).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 17. Placas ateroscleréticas instaveis: macroscopica e microscopica. A:
presenca de trombose coronariana oclusiva que desencadeou 6bito; B: presenca
de hemorragia na placa aterosclerotica; C: trombose coronariana oclusiva com
presenca de ulceragbes, que desencadeou Obito; D: Ruptura da placa

aterosclerotica, a seta indica o local de ruptura da placa, com trombo superposto.

As demais placas foram consideradas estaveis (Figura 18), de acordo

com a AHAZ28:30,
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Fonte: Arquivo pessbal.

Figura 18. Placa estavel com a classificacédo VII da AHA

3.4.1.4 Classificagcédo dos grupos

Cada participante foi alocado em dois grupos de acordo com o
comprometimento aterosclerético mais relevante clinicamente de cada uma das
artérias coronarias: placas ateroscleroticas estaveis e instaveis. A classificacédo
dos grupos foi realizada utilizando os dados da classificacdo da placa de ateroma

de acordo com a classificacdo da AHA?1:28.30;

e Grupo com placas ateroscleréticas estaveis: classificacdo AHA
diferente de VI, independemente da porcentagem de obstrucao.

e Grupo com placas ateroscleréticas instaveis: presenca de pelo
menos uma placa com a classificacdo VI (nivel da placa
instavel)?128.30 independemente da porcentagem de obstrucao.

3.4.2 Tecido Adiposo

3.4.2.1 Padronizacdo do método de imunoistoquimica (IHQ) e dos

anticorpos no tecido adiposo

Também foi padronizado para este estudo o método da técnica de fixagéao
para posterior realizagédo da técnica de IHQ. O formol diluido a 4% e tamponado
foi testado nos tecidos adiposos, uma vez que este foi o fixador que menos
agrediu o tecido das artérias coronarias. O teste foi realizado somente com este

fixador com o objetivo principal de determinar o tempo ideal de fixacdo. Se o
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tempo de fixacado fosse muito curto, limitaria a possibilidade de dias de coleta.
Por outro lado, o tempo de fixacdo longo poderia levar a formacao de ligacdes
cruzadas entre epitopos, levando a perda de antigenicidade e com isso dificultar
a ligacdo do anticorpo com o antigeno. Quando isto acontece € necessaria a
utilizacdo de métodos para a recuperacao antigénica. Além disso, ha formacao
de proteinas nao relacionadas, causadas pela oxidacao do formol, que forma o
acido formico. O acido férmico se precipita no tecido sob a forma de coloragéo
acastanhada, formando artefatos®®2, que poderia gerar viés na quantificacédo

das células inflamatoérias.

O objetivo da padronizagéo foi testar se havia perda de antigenicidade
com diferentes tempos de fixacdo: 24, 48 e 72 horas. Os anticorpos primarios
usados foram: CD68 (Dako®) padronizado com titulacdo 1:5000uL (para
marcacdo de macrofagos), CD20 (Dako®) com titulagdo 1:12000uL e CD3
(Dako®) com titulacdo 1:1500uL, para marcacdo de células B e T,
respectivamente. Todos os anticorpos foram testados em um controle positivo
(linfonodo para os linfécitos, e tecido pulmonar para os macrofagos). Nas
amostras de tecido adiposo houve marcacdo positiva tanto para linfécitos,
quanto para macrofagos (Figuras 19 a 21).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 19. Linfocitos T identificados com o anticorpo primario CD3, através da
técnica de imunoistoquimica no TAP, fotografados em microscopio com
aumento de 20x. A: TAP fixado em formol a 4% tamponado por 24 horas. B:
TAP fixado por 48 horas. C: TAP fixado por 72 horas. Nota-se que nao houve
diferenca entre as marcacdes nos diversos tempos de fixacdo. Setas vermelhas
indicam os linfocitos T corados. Legenda: TAP: tecido adiposo epicardico

perivascular.



54

METODO
A : B [
= 4y
: . o
o v h | L\
v ? 7l
.. :
. 4

>
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Figura 20. Linfocitos B corados com o anticorpo primario CD20, através da
técnica de imunoistoquimica no TAP, fotografados em microscopio com aumento
de 20x. A: TAP fixado em formol a 4% tamponado por 24 horas. B: TAP fixado
por 48 horas. C: TAP fixado por 72 horas. Nota-se que ndo houve diferenca entre
as marcacdes nos diversos tempos de fixacdo. Setas vermelhas indicam os

linfécitos B corados. Legenda: TAP: tecido adiposo epicardico perivascular.
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Figura 21. Macréfagos identificados com o anticorpo primario CD68, através da

técnica de imunoistoquimica, no TAP, fotografados em microscopio com

aumento de 20x. A: TAE fixado em formol a 4% tamponado por 24 horas. B: TAP

fixado por 48 horas. C: TAP fixado por 72 horas. Setas vermelhas indicam

macrofagos corados. Legenda: TAP: tecido adiposo epicardico perivascular.

As figuras 19 a 21 ilustram que ndo houve diferenca na marcacao das células
inflamatorias (variabilidade de coloracéo, fundo e numero de células coradas) em
relacdo ao tempo de fixacdo para as amostras dos tecidos adiposos. Portanto, o
tempo de fixagao padronizado foi de 24 horas, com possibilidade de extensao de no
maximo 72h, com a finalidade de otimizar ao maximo o periodo de coleta. Para evitar
reacao cruzada néo foi realizado coleta dos casos em que previamente era sabido
gue o tempo de fixacdo seria maior do que 72 horas. Contudo, todas as amostras de
tecido adiposo epicardico perivascular retirado sistematicamente, além do tecido
adiposo subcutaneo e perirrenal, foram fixadas de acordo com a padronizacao, e

posteriormente encaminhados para o Laboratoério de Histotécnica da FMUSP.
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3.4.2.2 Tecido adiposo visceral perirrenal e subcutaneo

A amostra do tecido adiposo visceral perirrenal (TAPr) foi retirada de
forma aleat6ria do rim. O tecido adiposo subcutaneo (TAS) foi retirado na regido
abdominal, ao redor da regido da cicatriz umbilical. A forma de fixacdo e anélise
foram idénticas as realizadas do TAP. A andlise deste tecido visa comparar se
havia diferencas no acometimento inflamatério em outros tecidos adiposos além

do tecido adiposo cardiaco.

3.4.2.3 Procedimento de histologia e imunoistoquimica dos tecidos

adiposos: perivascular, perirrenal e subcutaneo

Todos os fragmentos de tecidos adiposos (TAPp, TAPaa, TAS e TAPr)
foram submetidos ao mesmo procedimento histolégico para serem emblocados
em parafina, da mesma forma que foi preconizado pelas artérias coronarias,
dentro do intervalo estipulado de fixagdo. Posteriormente, todos os fragmentos
ficaram armazenados em parafina, até a avaliagdo microscopica das artérias
coronarias serem concluidas. Com os fragmentos arteriais separados, os blocos
gue fazem correspondéncia com o local adjacente a seccédo da artéria coronaria
amostrada foram selecionados e encaminhados para a continuidade do
procedimento histoldgico. As amostras emblocadas em parafina foram cortadas
em uma espessura de 4um e foram colocados em laminas silanizadas (3-
Aminopropil-trietoxi-silano; Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em

um suporte adequado.

A técnica de IHQ, realizada no Laboratério de Imunoistoquimica da
FMUSP, se constituiu primeiramente no processo de desparafinizacdo: as
laminas foram colocadas em em xilol quente, em estufa a 60 — 65° C, durante 5
minutos e passadas rapidamente em 3 banhos de xilol frio. Para hidratagdo dos
cortes as laminas foram colocadas em dois banhos de alcool absoluto, um banho
de alcool 95° e um banho de alcool 70°. Em seguida, foram lavadas em agua
corrente, agua deionizada e deixadas em tampao fosfato pH 7,4. O préximo

passo foi a recuperacao dos sitios antigénicos realizada por alta temperatura em
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solucdo de acido citrico 10 mM pH6 em panela de pressdo. O bloqueio da
peroxidase enddgeno presente nas hemacias foi feito com 4gua oxigenada 10
volumes (3%). As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos
em 1% de albumina de soro bovino por 24 horas a 4°C e posteriormente
incubados com o anticorpo secundario EASYLINK ONE-Polimero HRP
(EASYPATH- SP-BRASIL) e utilizado como cromédgeno Diaminobenzidina (DAB)
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha). Posteriormente ocorreu a contra-
coloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) para todos

0S Ccasos.
3.4.2.4 Analise das laminas

Ap6s a marcagdo das células inflamatodrias pela técnica de IHQ, as

laminas, foram digitalizadas através de um escéaner de laminas (Pannoramic

Scam 250 Flash Ill, 3DHISTECH®, Hungria) e analisadas através de um

software de imagem especifico (Pannoramic Viewer, 3DHISTECH®, Hungria).

Este processo de digitalizacdo das laminas permitiu uma melhor
qualidade da imagem a ser analisada. Além disso, os arquivos gerados nédo
mostram o numero de identificacdo do individuo, pois sdo gerados codigos de
forma automatica. Para visualizar a identificacdo do individuo na lamina, é
necessario entrar nas propriedades do arquivo para ter acesso a imagem da
etiqueta da lamina (Figura 22). O setor responsavel pelo escaneamento gerou
arquivos separados por anticorpo. Dessa forma, a aluna ficou cega para
identificacdo do tecido adiposo a ser quantificado e para o numero de
identificacdo do participante, pois ndo era necessario consultar a etiqueta da
lamina no inicio da quantificacdo. Além disso, 0 escaneamento permitiu que os
campos escolhidos ndo fossem sobrepostos, desse modo néo era possivel a

mesma célula ser contada mais de uma vez.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 22. Captura de tela do software Pannoramic Viewer utilizado para
quantificar as células inflamatérias. Seta vermelha indica 0 comando que oculta
a identificacdo do caso. Setas verdes indicam que o programa deixa a etiqueta

visivel somente na sessao “slide information”.

O software Pannoramic Viewer® funciona como um microscépio virtual.
Vinte campos aleatérios com didmetro de 600 um foram marcados, de modo que
toda a lamina tivesse a possibilidade de ser avaliada (Figura 23A). O ndmero
total de células coradas dentro de cada campo foi quantificado (Figura 23B). Ao
final da andlise de cada lamina o numero total de células foi computado no banco
de dados. Os campos foram determinados em um aumento onde nao era
possivel identificar onde estavam as células coradas, com todo o fragmento
enquadrado na tela (Figura 23A), ou seja, a escolha dos campos foi feita de
modo sistematico e independente da presenca de células, exceto para locais
onde haviam grandes aglomerados possiveis de serem visualizados sob
aumento menor do que 1x. Nesse caso, a quantificacéo desses aglomerados foi

evitada.
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Figura 23. Captura de tela ilustra a distribuicdo dos 20 campos aleatorios e a
contagem das células inflamatorias. A: 20 campos com menor aumento (fit:
que € menor do que 1x), com cegamento para aglomerados celulares; B:

Macrofagos identificados em aumento de 10x.

3.5 Andlise estatistica

3.5.1 Célculo do tamanho de amostra

Os estudos prévios compararam o numero leucécitos em dois grupos:
individuos com DAC e controles. O célculo da magnitude de efeito foi baseado
em estudos prévios®3, que obteve nimero de leucocitos de 24+22 cm3 no grupo
controle e 44+21 cm3 no grupo com DAC, apresentando magnitude de efeito de
0,93 calculado através do software estatistico G*Power® (Alemanha). O nimero
total de casos necessérios para o estudo foi estimado em 26 casos para cada

grupo (n=78), para a de 5% e poder de 90%.

3.5.2 Andlise descritiva

A variavel independente foi a aterosclerose avaliada como porcentagem
de obstrucao e instabilidade da placa de ateroma de acordo com a classificacédo
AHA. Para a analise estatistica foram consideradas as medidas morfométricas e

a classificacdo de AHA de cada lesé&o clinicamente mais relevante em todas as
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artérias coronarias (CD, TCE/DA e CX). A artéria coronaria DA foi considerada
como uma extensdo do TCE, e, portanto, foi considerada como uma so,
utilizando a lesdo mais importante entre ambas. As respectivas medidas de
namero de macrofagos, linfécitos B e T na regido TAPp (em todas as artérias),
TAPaa, TAS e TAPr foram consideradas como variaveis dependentes. Foram
considerados os seguintes fatores de confusdo: idade, hipertenséo arterial

sistémica, diabetes mellitus, indice de massa corpoérea, etilismo e tabagismo.

Para a analise descritiva foram apresentadas as variaveis clinicas e
sociodemogréficas através de medida de tendéncia central e dispersdo para
variaveis continuas e medidas de frequéncia absoluta e relativa para variaveis
categoricas. Estas variaveis foram comparadas com as variaveis independentes:
porcentagem de obstrucdo através de regressdo linear simples com erros
padrdes robustos, opcéo cluster e com a presenca de estabilidade e instabilidade
na placa aterosclerética através da regressao logistica com erros padrbes

robustos, opcéo cluster.

As variaveis dependentes foram apresentadas através de média e desvio
padrdo dos macréfagos, linfécitos T e B e comparadas com teste T, teste T
pareado, teste de Mann-Whitney ou teste Wilcoxon de acordo com a distribuicéo,
além das representacdes graficas de acordo com a associacado com as variaveis

independentes.

3.5.3 Analise univariada e multivariada
3.5.3.1 Tecido Adiposo Perivascular Periplaca

A associagcdo do numero de macrofagos, linfocitos T e B com a
porcentagem de obstrucdo nas trés artérias coronarias de cada individuo foi
investigada através de modelos lineares generalizados (GLM), com distribuicéo
linear e link log, pois a distribuicdo do numero de células n&o foi normal. Para
investigar a associacao entre o numero de células inflamatorias e os grupos de
estabilidade e instabilidade de placas aterosclerdticas, foi realizado a

transformacao logaritmica do niumero de células inflamatérias somado de uma
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unidade (1+ log) e utilizado regresséo linear com erros padrdes robustos, através
da opcao de cluster. Além disso, foi criado modelo que incluiu a porcentagem de
obstrucao, a presenca de estabilidade (categoria de referéncia) e instabilidade

de placa, e a interacdo entre essas variaveis.

3.5.3.2 Tecido Adiposo Perivascular com Auséncia de Aterosclerose,

Tecido Adiposo Subcutaneo e Tecido Adiposo Perirrenal

Para a investigacdo da inflamacéo entre o TAPp e os tecidos adiposos
controles, foi realizado a diferenca entre o numero de macrofagos, linfocitos T e
B. Foi realizada a subtracdo entre TAPp e TAPaa, TAS e TAPr no mesmo
individuo em cada artéria avaliada. As diferencas foram comparadas com a
porcentagem de obstrucdo arterial através de modelos lineares generalizados
(GLM), com distribuicdo normal e link identity. Para avaliar a associacao entre o
namero de células inflamatérias e a instabilidade de placa foi utilizado modelos
de regressao linear com erros padrdo robustos, através da opcao cluster.
Posteriormente foi incluido no mesmo modelo as variaveis independentes:
porcentagem de obstrugcédo, presenca de instabilidade de placa e a interacao

entre essas variaveis.

Os resultados da andlise multivariada foram apresentados em modelos
simples e ajustados para os fatores de confusdo descritos. Foi utilizado o pacote
estatistico STATA 13.0 (Stata Corp, Texas, EUA) e SAS 9.3 (SAS Corp, Carolina
do Norte, EUA).

O nivel de significaAncia foi de 5% em testes bicaudais para todos os testes
descritos.
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4 RESULTADOS
4.1 Casuistica

A coleta dos casos foi realizada entre o periodo de outubro de 2013 a
novembro de 2015. Dentre os 1439 possiveis casos no servico de verificacdo de
Obitos, dentro do periodo de coleta de dados, foram incluidos e processados 133
casos consecutivamente. Dentre estes, sete foram excluidos por apresentar
sinais de sepse. Os casos foram analisados até completarem o tamanho
estipulado para cada grupo. Dessa forma foram incluidos 82 participantes. O
fluxograma ilustrado na figura 24 apresenta o numero de possiveis participantes,
0s participantes excluidos e incluidos neste estudo, de acordo com os critérios,

e 0 modo como foram agrupados.

Triagem dos casos no SVOC

1439
Critérios
Perda: 5 néo de sim Autdlise: 29
erda: exclusdo Material destinado para outros estudos. 82
Cirurgia cardiaca prévia: 11
Material ndio concedido pelo patologista: 9
Doenca de Chagas: 11
133 coletados e Uso de cgn!coegermdesflmunossupressori 21
processados Hemopencard\o. 16
Pericardite: 7
¢ Quimioterapia/radioterapia atual: 12
. Reumatismo: 2
sim Apresentou sepse Sepse: 4
— # .
na avaliacio Stent coronariano: 15
anatomopatoldgica? HIV+ 7
Intervalo post-mortem =24h:. 401
l ndo Dados inconsistentes na entrevista: 27
Familiares com convivio superior ao semanal: 175
Familiares que recusaram: 292
Divisdo Familiares sem condicdes psicoemocionais para participar. 180
dos
Grupos PR
Individuos com placa Individuos com placa |::> Néo unhzadgs
Incluidos na aterosclerética estavel- 54 aterosclerdtica instavel: 26 € armazenados
para estudos
pesquisa ¥ v

futuros: 44
€asos

162 fragmentos de 84 fragmentos de
artérias corondrias artérias corondrias

Figura 24. Fluxograma de entrada dos participantes no estudo.

4.2 Andlise descritiva

4.2.1 Dados clinicos e sociodemograficos

A tabela 2 mostra a distribuicdo das variaveis sociodemograficas e
clinicas dos 82 participantes analisados. Os informantes apresentaram em sua
maioria convivio diario com o falecido (85,4%). A média de idade da amostra foi

de 69,0 + 14,4 anos (minimo 30 e maximo 94 anos). Em relacdo ao sexo, a



63
RESULTADOS

amostra foi igualmente distribuida (50,0% para homens e mulheres) e
apresentou uma maior frequéncia de individuos brancos (58,5%). Os
participantes apresentaram baixa escolaridade (mediana de 4 anos e intervalo
interquartilico entre 1-6 anos). Os grupos com placas estaveis e instaveis foram
semelhantes quando comparados com as varidveis clinicas e

sociodemogréficas.

Tabela 2. Andlise descritiva das variaveis clinicas e sociodemograficas da

amostra (n=82 participantes), Sdo Paulo, 2013-2015.

Placas Placas
Variavel Total estaveis instaveis ps
(n=54) (n=28)
Idade (anos), média (DP)* 69,0 (14,4) 67,7 (15,4) 71,5 (11,9) 0,26
Sexo Feminino, n (%)~ 41 (50,0) 29 (53,7) 12 (42,9) 0,35
Cor, n (%)~ 0,25
. Branca 48 (58,5) 34 (63,0) 14 (50,0)
. N&o branca 34 (41,5) 20 (37,0) 14 (50,0)
Escolaridade (anos), mediana (ITQ)3 4 (1-6) 4 (0-5) 4 (4-7,5) 0,11
HAS, n (%)r 61 (74,4) 38 (70,3) 23 (82,1) 0,24
Diabetes, n (%) 30 (36,6) 29 (38,9) 9(32,1) 0,54
Sintomas de DAC, n (%)~ 10 (12,2) 5(9,3) 5(17,9) 0,25
Insuficiéncia Cardiaca, n (%)r 19 (23,2) 11 (20,4) 8 (28,6) 0,14
AVC, n (%)° 10 (12,2) 6(11,1) 4 (14,3) 0,40
Dislipidemia, n (%)~ 14 (17,1) 9 (16,7) 9 (17,9) 0,89
IMC, média (DP) * 24,4 (5,8) 24,7 (5,9) 23,8 (5,6) 0,48
Sedentarismo, n (%)r 56 (68,3) 36 (66,7) 20 (71,4) 0,66
Tabagismo, n (%)r 0,55
. Sim 12 (14,6) 7 (13,0) 5(17,9)
. Nao 70 (85,4) 47 (87,0) 23 (82,1)
Uso de alcool, n (%) 0,26
. Sim 24 (29,3) 18 (33,3) 6 (21,4)
. Néo 58 (70,7) 36 (66,7) 22 (78,6)

DP: desvio padrdo; ITQ: intervalo interquartilico; HAS: hipertenséo arterial sistémica; DAC:
Doenca arterial coronariana; AVC: acidente vascular cerebral, IMC: indice de massa corpérea.
§ Comparacéo das variaveis clinicas e sociodemograficas entre os grupos: placas estaveis e
placas instaveis.

*Teste T de student; ~ teste qui-quadrado; ® teste exato de Fisher; d Teste de Mann-Whitney.

4.2.2 Artérias coronarias

A porcentagem de obstrucdo em cada artéria coronaria proximal de

acordo com os grupos pode ser visualizada na Tabela 3.
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Tabela 3. Andlise descritiva da porcentagem de obstrugéo (analise microscopica)
da lesdo proximal mais significativa de cada artéria (CD, TCE ou DA e CX), de

acordo com os grupos (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Porcentagem de Obstrucéo
CD TCE DA CX
. Placa aterosclerotica estavel (n=162) 44,9 (20,9) 43,4 (20,4) 50,0 (22,1) 44,5(23,3)
. Placa aterosclerotica instavel (n=84) 84,0(18,9) 87,7(17,5) 77,0(17,0) 69,7 (19,3)

Total 58,2 (27,6) 54,5 (27,5) 59,6 (24,1) 53,1 (25,2)

NuUmeros representam média (desvio padrao).
CD: artéria coronaria direita; TCE: tronco da coronaria esquerda; DA: artéria coronaria
descendente anterior; CX: artéria coronaria circunflexa.

Grupos

As artérias coronarias CD e DA apresentaram maior obstrucdo (58,2 +
27,6 e 59,6 + 24,1 respectivamente). A média de porcentagem de obstrucdo
proximal (CD, TCE/DA e CX) foi comparada com a média da porcentagem de
obstrucdo distal (sem aterosclerose significativa) entre os grupos e no mesmo
individuo (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacéo da porcentagem de obstrucao (analise microscopica) da
média das les6es mais significativas proximais, e distais de cada artéria (CD,
TCE/DA e CX), de acordo com os grupos (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-
2015.

Placa estavel Placa instavel 5

Variavel (n=162) (n=84) p p* p3
Porcentagem de Obstrucéo
Proximal 46,1 (22,2) 77,3 (19,6) 0,0004 0,0004
Distal 16,1 (10,6) 20,7 (8,3) 0,0004 0,03

NuUmeros representam média (desvio padrao).

CD: artéria coronaria direita; TCE: tronco da coronaria esquerda; DA: artéria coronaria
descendente anterior; CX: artéria coronaria circunflexa.

§ Comparacéo entre placas aterosclerdticas proximais e distais no mesmo individuo com teste t
de student pareado.

*Comparacgao entre placas aterosclergticas proximais entre 0os grupos teste t de student.

8 Comparacgdo entre placas ateroscleréticas distais entre os grupos teste t de student.

P valor ajustado para multiplos testes através do método de Bonferroni.

De modo geral, o grupo com placa aterosclerética estavel apresentou
média de porcentagem de obstrucdo nas lesdes proximais de 46,1+ 22,1 e o

grupo instavel apresentou média de 77,2 £ 19,6 nas lesGes proximais. A amostra
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como um todo apresentou média de 56,7 = 26,0. A média das lesdes proximais
foram diferentes das lesGes distais no mesmo individuo. Adicionalmente, a
meédia das lesbes proximais foram diferentes entre 0s grupos, assim como as
lesGes distais, desse modo o grupo com placas instaveis apresentaram maior

porcentagem de obstrugéo.

O numero de placas foi quantificado em toda a amostra coletada (n=82),
sendo quantificado em 323 fragmentos de artérias coronérias com a finalidade
de dimensionar a extensao da doenca arterial coronariana (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise descritiva do niamero de placas (analise macroscoépica) de
todas as artérias corondrias em toda a amostra (n=323 fragmentos de artérias
coronérias, considerando DA e TCE separadamente), Sdo Paulo, 2013-2015.

Numero de artérias de acordo com o numero de placas
Artérias Artérias Artérias

Artérias Artérias sem ~ s
comla2 com3a4 comlesbes p
placas < ~ .
lesbes lesbes difusas
CD 18 34 13 17
. Grupo placas estaveis 17 26 7 4 <0.001
. Grupo placas instaveis 1 8 6 13
TCE 24 53 - -
. Grupo placas estaveis 21 28 - - 0.005
. Grupo placas instaveis 3 25 - -
DA 14 47 6 15
. Grupo placas estaveis 14 33 2 5 <0.001
. Grupo placas instaveis 0 14 4 10
CX 22 43 3 14
. Grupo placas estaveis 21 26 3 4 <0.001
. Grupo placas instaveis 1 17 0 10
Total 78 177 22 46

§ Comparacéo do nimero de placas entre os grupos com o Teste Exato de Fisher.
CD: artéria coronaria direita; TCE: tronco da coronaria esquerda; DA: artéria coronaria
descendente anterior; CX: artéria coronaria circunflexa.

Os individuos em sua maioria apresentaram uma ou duas lesdes em todo
o trajeto da artéria coronaria (177 artérias coronarias) e 46 artérias apresentaram
comprometimento difuso. As pessoas que apresentaram lesdes instaveis,
apresentaram maior gravidade de DAC, o numero de artérias néao
comprometidas foi minimo, e apresentou maior numero de artérias com lesdes

difusas.
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4.2.3 Células inflamatorias

Analise descritiva da distribuicdo dos macroéfagos, linfécitos T e B no TAPp

pode ser observada na Tabela 6.

Tabela 6. Analise descritiva da distribuicdo dos macréfagos, linfécitos T e B no
TAPp em toda a amostra (n=246 fragmentos), Sdo Paulo, 2013 a 2015.

Células Inflamatérias

(10°/um?) Mediana Intervalo Interquartilico
. Macréfagos 607,88 (322,73 - 1083,13)
. Linfocitos T 152,52 (75,15 - 265,25)
. Linfécitos B 4,42 (0-17,69)

TAPp: tecido adiposo perivascular periplaca.

A distribuicdo grafica dos macrofagos, linfocitos T e B no TAPp pode ser

observada na figura 25:
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Figura 25. Distribuicdo dos macroéfagos, linfécitos T e B (108/um?2) no TAPp em

toda a amostra (n=246 fragmentos).

Os dados de medida central e de dispersdo da diferenca das células

inflamatorias nos tecidos adiposos podem ser observados na tabela 7.
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Tabela 7. Analise descritiva da diferenca do numero de macroéfagos, linfocitos T
e B entre o TAPp e TAPaa, TAS, TAPr (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-

2015.

Diferenca do Niumero de células inflamatérias

entre os tecidos (108/um?)

Média da diferenca e (DP)

Diff TAPp e TAPaa
. Macrofagos
. Linfécitos T
. Linfécitos B
Diff TAPp e TAS
. Macréfagos
. Linfécitos T
. Linfécitos B
Diff TAPp e TAPr
. Macréfagos
. Linfécitos T
. Linfécitos B

7,19 (615,83)
7,29 (249,46)
4,61 (27,87)

479,04 (646,54)
110,10 (197,56)
7,00 (29,38)

309,11 (662,08)
-22,37 (233,64)
0,57 (33,65)

DP: desvio padrao; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPaa: tecido
adiposo epicardico perivascular com auséncia de aterosclerose; TAS: tecido adiposo
subcutaneo; TAS: tecido adiposo perirrenal.

Os histogramas das diferencas dos macréfagos, linfocitos T e B entre

TAPp e os tecidos controles podem ser observadas na figura 26:
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Figura 26. Histogramas das diferencas. A: Diferenca do numero de macréfagos
entre TAPp e TAPaa; B: Diferenca do niamero de linfocitos T entre TAPp e
TAPaa; C: Diferenca do numero de linfécitos B entre TAPp e TAPaa; D:
Diferenca do niumero de macro6fagos entre TAPp e TAS; E: Diferenca do nimero
de linfécitos T entre TAPp e TAS; E: Diferenca do numero de linfécitos B entre
TAPp e TAS; F: Diferenca do numero de macrofagos entre TAPp e TAPr; G:
Diferenca do numero de linfécitos T entre TAPp e TAPr; I: Diferenca do nimero
de linfécitos B entre TAPp e TAPr.
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A representacdo, em graficos de caixa das diferencas do numero de
macroéfagos, linfécitos T e B entre TAPp e os demais tecidos adiposos, pode ser

observada na figura 27.
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TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPaa: tecido adiposo epicardico
perivascular com auséncia de aterosclerose; TAS: tecido adiposo subcutaneo; TAS: tecido
adiposo perirrenal.

Figura 27. Gréficos de caixa entre as diferencas entre TAPp e tecidos controles.
A: Diferenca de macréfagos (108/um?) entre TAPp e TAPaa, TAS e TAPr. B:
Diferenca de linfocitos T (10%/um?) entre TAPp e TAPaa, TAS e TAPr. C:
Diferenca de linfocitos B (10°8/um?) entre TAPp e TAPaa, TAS e TAPr.
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4.3 Analise univariada

Porcentagem de Obstrucao

A associagdo entre a variavel independente porcentagem de obstrucdo

com as variaveis clinicas e sociodemograficas sdo mostrados na tabela 8:

Tabela 8. A analise de regressdo das variadveis sociodemogréficas e clinicas com
a porcentagem de obstrugcéo (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Variavel B IC de 95% ps
Idade 0,42 0,06; 0,78 0,02
Sexo Feminino 5,70 -4,54; 15,9 0,27
Cor Branca 2,31 -8,19; 12,82 0,66
Escolaridade -0,001 -1,26; 1,25 0,99
HAS 15,25 2,70; 27,81 0,01
Diabetes 7,24 -2,75; 17,23 0,15
Diagnostico prévio de DAC 14,42 1,15; 27,69 0,03
Insuficiéncia Cardiaca 9,92 -0,12; 19,97 0,05
AVC 9,08 -3,31; 21,47 0,14
Dislipidemia 10,01 1,60; 21,63 0,09
IMC -0,08 -0,93; 0,76 0,84
Sedentarismo -2,77 -13,96; 8,40 0,62
Tabagismo atual -2,46 -16,08; 11,14 0,71
Uso de alcool atual -10,75 -21,68; 0,16 0,05

IC: Intervalo de Confianca; HAS: hipertensdo arterial sistémica; DAC: Doenca arterial
coronariana; AVC: acidente vascular cerebral, IMC: indice de massa corpérea.

SRelacdo das variaveis clinicas e sociodemograficas com a porcentagem de obstrugdo através
da regresséo linear simples com erros padrdes robustos, op¢éo cluster.

Idade apresentou associacao com porcentagem de obstrucao (p=0,42;
IC95% 0,06; 0,78; p <0,02). Foram observadas associa¢gdes entre porcentagem
de obstrucdo com hipertenséo arterial sistémica (=15,25; 1IC95% 2,70; 27,81; p
0,01), e com diagnéstico prévio de DAC (3=14,42; IC95% 1,15; 27,69; p=0,03).

Foi realizada a correlagcdo entre a porcentagem de obstrugdo com o

namero de macrofagos, linfocitos T e B (Tabela 9).
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Tabela 9. Correlacdo entre o nUmero de macroéfagos, linfocitos T e B no TAPp
com a porcentagem de obstrucdo arterial (h=246 fragmentos), S&o Paulo, 2013
a 2015.

Células Inflamatdrias (108/um2) Coeficiente de correlacao (r) ps
. Macrofagos 0,24 0,0001
. Linfécitos T 0,13 0,03
. Linf6citos B 0,20 0,001

TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca.
§ Correlagdo entre o numero de entre o ndmero de macréfagos, linfécitos T e B com a
porcentagem de obstrucdo arterial com o teste de correlacdo de Spearman.

Os macréfagos, linfécitos T e B no TAPp apresentaram correlacao positiva
e estatisticamente significativa com a porcentagem de obstrucao arterial da placa
aterosclerotica adjacente ao tecido adiposo. A associacdo pode ser visualizada
nos gréaficos de disperséo na figura 28 para macréfagos, linfécitos T e B.
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Figura 28. Graficos de dispersdo da associagdo entre o numero de células
inflamatérias no TAPp e porcentagem de obstrucdo arterial da placa adjacente
ao tecido adiposo. A: Associacdo entre o nimero de macréfagos (10-8/um?). B:
Associacdo entre o numero de linfocitos T (108/um?). C: Associacdo entre o

numero de linfécitos B (108/um?).
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A correlagdo entre a diferenca das células inflamatorias entre TAPp e
tecidos controles com a porcentagem de obstrucdo arterial foi testada (Tabela
10).

Tabela 10. Correlagéo da diferenca de macréfagos, linfocitos T e B entre o TAPp
e os tecidos adiposos controles com a porcentagem de obstrucao arterial (n=246
fragmentos), Sao Paulo, 2013 a 2015.

NUmero de células

inflamatérias (10-#/um?) Coeficiente de correlagao (r) ps
Diff TAPp e TAPaa
. Macrofagos 0,25 0,0004
. Linfocitos T 0,09 0,19
. Linfécitos B 0,16 0,02
Diff TAPp e TAS
. Macréfagos 0,22 0,0004
. Linfécitos T 0,11 0,07
. Linf6citos B 0,05 0,37
Diff TAPp e TAPr
. Macrofagos 0,18 0,004
. Linfocitos T 0,04 0,48
. Linfécitos B -0,027 0,68

TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca. TAPaa: tecido adiposo epicardico
perivascular com auséncia de aterosclerose; TAS: tecido adiposo subcutéaneo; TAPr: tecido
adiposo perirrenal.

§ Correlacdo entre o nimero de entre a diferenca do nimero de macréfagos, linfocitos T e B no
TAPp e tecidos adiposos controles, com a porcentagem de obstrucdo arterial com o teste de
correlacao de Pearson.

O numero de macrofagos foi maior no TAPp do que nos tecidos TAPaa,
TAS e TAPr, quanto maior a porcentagem de obstrucdo arterial, com uma
correlacéo fraca, porém significativa (r=0,25 e p=0,0004; r=0,22 e p=0,0004, e
r=0,18 e p=0,004, respectivamente). Os linfocitos B foram maiores no TAPp em
relacdo ao TAPaa (r=0,16 e p=0,02), quanto maior a porcentagem de obstrucao
arterial. As correlacbes podem ser observadas nos graficos de disperséo entre
TAPp e TAPaa (Figura 29), TAPp e TAS (Figura 30) e TAPp e TAPr (Figura 31):



73

A s Bs,
= . e L
o o
o | [=2
(=] (=]
& =]
.
v . o . . .
38 . . ] o . .
S . . 21 d .
- . L] .
L] .
]
o [ ] []
L]
.
o
o .
: d e M g Y .
. -
. . . .
o . o
S . =
& =L
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Porcentagem de obstrugdo arterial Porcentagem de obstrugdo arterial

150
L

100

50
L

-50
|

Porcentagem de obstrugdo arterial

Figura 29. Gréficos de dispersédo da diferenca do niumero de células inflamatérias
entre TAPp e TAPaa. A: grafico de dispersdo da diferenca do numero de
macréfagos (108/um?); B: grafico de dispersdo da diferenca do numero de
linfécitos T (108/um?); C: grafico de dispersdo da diferenca do nimero de
linfocitos B (10-8/um?).
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Figura 30. Gréficos de disperséo da diferenca do nimero de células inflamatorias
entre TAPp e TAS. A: grafico de dispersdo da diferenca do numero de
macréfagos (108/um?); B: grafico de dispersdo da diferenca do nimero de
linfocitos T (108/um?); C: grafico de dispersdo da diferenca do nimero de
linfécitos B (10-8/um?).
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Figura 31. Graficos de dispersao da diferenca do numero de células inflamatorias
entre TAPp e TAPr. A: grafico de dispersdao da diferenca do numero de
macréfagos (108/um?); B: grafico de dispersdo da diferenca do nimero de
linfécitos T (108/um?); C: grafico de dispersdo da diferenca do nimero de
linfécitos B (10-8/um?).
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Estabilidade e instabilidade das placas ateroscleréticas

A associacao entre as variaveis clinicas e sociodemogréficas foi realizada
para os grupos de acordo com a presencga de estabilidade e instabilidade das
placas ateroscleroticas, sendo a categoria de placas estaveis a categoria de

referéncia. Os resultados podem ser visualizados na tabela 11.

Tabela 11. Analise de regressao das variaveis sociodemogréficas e clinicas com
0s grupos de acordo com a presenca de placas estaveis ou instaveis (n=246
fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Variavel OR IC de 95% pSs
Idade 0,41 0,006; 0,07 0,02
Sexo Feminino 0,43 -0,48; 1,36 0,35
Cor Branca -0,13 -1,07; 0,79 0,77
Escolaridade -0,01 -0,12; 0,10 0,84
HAS 1,32 0,27; 2,36 0,01
Diabetes 0,80 -0,21; 1,81 0,12
Diagnéstico prévio de DAC 1,68 -0,44; 3,81 0,12
Insuficiéncia Cardiaca 1,25 -0,08; 2,59 0,06
AVC 1,68 -0,44; 3,81 0,12
Dislipidemia 0,75 -0,61; 2,13 0,28
IMC -0,01 -0,09; 0,06 0,65
Sedentarismo 0,27 -0,69; 1,25 0,57
Tabagismo atual 0,04 -1,26; 1,34 0,94
Uso de alcool atual -1,22 -2,22;-0,21 0,01

OR: odds ratio; IC: Intervalo de Confianca; HAS: hipertenséo arterial sistémica; DAC: doenca
arterial coronariana; AVC: acidente vascular cerebral, IMC: indice de massa corporea.

SRelacdo das variaveis clinicas e sociodemograficas com os grupos de acordo com a
estabilidade/instabilidade da placa aterosclerética através da regressao logistica simples com
erros padrbes robustos, opcao cluster (categoria de referéncia placa aterosclerdtica estavel).

Podemos observar, assim como ocorreu associagcdo com a porcentagem
de obstrucdo, a idade também se associou com placas instaveis (OR: 0,41;
IC95% 0,006; 0,07, p 0,02), assim como HAS (OR: 1,32; 1C95% 0,27; 2,36; p
0,01). Uso de alcool atual apresentou associacdo negativa com presenca de
placas instaveis (OR: -1,22; IC95% -2,22; -0,21, p 0,01).
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A distribuicdo do numero de células inflamatorias no TAPp de acordo com
a presenca de placas ateroscleroticas estaveis ou instaveis pode ser observada

na tabela 12 e graficamente na figura 32.

Tabela 12. Numero de células inflamatérias no TAPp de acordo com a presenca
de estabilidade e instabilidade da placa aterosclerotica (n=246 fragmentos), S&o
Paulo, 2013-2015.

NUmero de Células Placas ateroscleroticas Placas ateroscleréticas M
Inflamatoérias (108/m2) estaveis (n=162) instaveis (n=84) P
. Macréfagos 588,0 (305,05 - 999,14) 729,46 (370,73 - 1200,29) 0,15
. Linfécitos T 150,31 (70,73 - 260,83) 154,73 (84,0 - 289,57) 0,46
. Linfécitos B 4,42 (0 - 13,26) 12,94 (4,42 - 26,52) 0,0002

Numeros representam mediana (intervalo interquartilico).
TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca.
*Comparacao entre 0s grupos com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.
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Figura 32. Namero de células inflamatérias (10-%/pm2) no TAPp de acordo com

0s grupos. A: macréfagos; B: linfocitos T; C: linfocitos B.
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A diferenca entre o nimero de células inflamatérias no TAPp e nos tecidos
adiposos controles: TAPaa, TAS e TAPr pode ser observada na tabela 13.

Tabela 13. Diferenca do numero de células inflamatorias entre TAPp e TAPaa,
TAS e TAPr, de acordo com a presenca de placas estaveis ou instaveis (n=246
fragmentos), Sédo Paulo, 2013-2015.

Diferenca do numero de

Placa

aterosclerética

Placa

aterosclerética

células ir_glamzatérias estavel instavel p*

(10%/pm) (n=162) (n=84)

Diff TAPp e TAPaa
. Macréfagos -24,8 (545,8) 107,4 (795,5) 0,21
. Linfécitos T -5,7 (235,6) 46,2 (286,2) 0,22
. Linfécitos B 1,0 (23,8) 15,9 (35,9) 0,0016

Diff TAPp e TAS
. Macréfagos 441,2 (566,9) 550,7 (774,0) 0,21
. Linfécitos T 103,3 (175,3) 123,3 (235,2) 0,45
. Linfcitos B 3,9 (26,2) 12,9 (34,1) 0,02

Diff TAPp e TAPr
. Macréfagos 246,6 (541,3) 418,5 (824,8) 0,05
. Linfécitos T -16,5 (195,9) -34,0 (296,1) 0,58
. Linfécitos B -6,0 (46,2) 2,8 (45,1) 0,17

NuUmeros representam média (desvio padrdo).

TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPaa: tecido adiposo epicardico
perivascular com auséncia de aterosclerose; TAS: tecido adiposo subcutaneo; TAPr: tecido
adiposo perirrenal.

* Comparacdo da diferenca das células inflamatérias entre o grupo com placas ateroscleréticas
estaveis e placas ateroscleréticas instaveis entre TAPp e TAPaa; TAPp e TAS; e TAPp e TAPr
com o teste t de student.

Os linfécitos B apresentaram maior diferenca entre TAPp e TAPaa na
presenca de placas ateroscleréticas instaveis (p=0,0016), ou seja, ha presenca
de placas ateroscleroéticas instaveis a inflamacgéo periplaca € maior do que na
area controle adjacente a artéria com auséncia de placa aterosclerotica. Este
resultado também foi encontrado na diferenca entre TAPp e TAS (p=0,02).
Encontramos uma tendéncia para macréfagos em relagéo a diferenca do nimero
de células no TAPp e TAPr (p=0,05). As diferencas entre o niumero de células
inflamatorias entre TAPp e os diversos tecidos adiposos controles podem ser
observadas graficamente abaixo para macrofagos (Figura 33), para linfocitos T

(Figura 34) e para linfocitos B (Figura 35).
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Macroéfagos
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Figura 33. Gréafico de caixa da diferenca do nimero de macréfagos (10-8/um?)
entre TAPp e tecidos adiposos controles: TAPaa, TAS e TAPr, de acordo com a

classificacdo da placa aterosclerotica.
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Figura 34. Gréfico de caixa da diferenca do nimero de linfocitos T (108/um?)
entre TAPp e tecidos adiposos controles: TAPaa, TAS e TAPr, de acordo com o

tipo de placa ateroscleraotica.
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Linfocitos B
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Figura 35. Gréfico de caixa da diferenca do nimero de linfécitos B (10-8/um?)
entre TAPp e tecidos adiposos controles: TAPaa, TAS e TAPr, de acordo com o

tipo de placa ateroscleraotica.
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4.4 Analise multivariada
4.4.1 Tecido adiposo perivascular periplaca (TAPp)

Primeiramente foi realizado regresséo por modelos lineares generalizados
(GLM) simples (ndo ajustada) e a multivariada (ajustada para os fatores de
confusdo) para a associacdo entre a porcentagem de obstrucéo arterial e o
namero de células inflamatdérias. O resultado pode ser observado na tabela 14.

Tabela 14. Associacdo entre a porcentagem de obstrucdo das artérias
coronarias com o numero de macrofagos, linfocitos T e B no TAPp (n=246
fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Numero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatdrias
(10%/pm?) B IC de 95% pt B IC de 95% ps
. Macrofagos 0,009 0,002; 0,156 0,005 0,008 0,002;0,014 0,007
. Linfécitos T 0,004 -0,001;0,010 0,08 0,004 -0,001;0,010 0,11
. Linfécitos B 0,011 0,003; 0,018 0,002 0,009 0,002; 0,015 0,01

IC=intervalo de confianca de 95%; TAPp: tecido adiposo epicéardico perivascular periplaca.

8 Regressao por modelos lineares generalizados entre a porcentagem de obstrugéo nas artérias
coronarias e o nimero de células inflamatérias no TAPp.

* Ajustado para idade, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corporea,
tabagismo e etilismo.

Os macrofagos e os linfocitos B apresentaram associacdo com a
porcentagem de obstrucdo no modelo simples, que se manteve no modelo
ajustado (p=0,008, IC95%= 0,002; 0,014, p=0,007) e (B=0,009, IC95%= 0,002;
0,015, 0,01), respectivamente.

Foi realizado a analise da associacdo do (1+log) do numero de
macréfagos, linfocitos T e B com a presenca de estabilidade/instabilidade na

placa aterosclerética (Tabela 15).
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Tabela 15. Associacao entre grupos de estabilidade e instabilidade das placas
ateroscleroticas artérias coronarias com (1+log) do numero de macroéfagos,
linfécitos T e B no TAPp (n=246 fragmentos), Sdo Paulo, 2013-2015.

Numero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatérias
(10°¥/pm2) B IC de 95% ps B IC de 95% ps
. Macréfagos 0,123 -0,286;0,533 055 0,063 -0,326;0,432 0,78
. Linfécitos T 0,061 -0,272; 0,324 0,17 0,053 -0,283;0,390 0,75
. Linfocitos B 0,687 0,312; 0,061 <0,001 0,554 0,194;0,914 0,003

IC=intervalo de confian¢a; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca.

8 Modelo de regresséo linear com erros padrdes robustos (opcdo cluster) entre os grupos
estabilidade e instabilidade de placa ateroscleréticas nas artérias coronarias com o (1+log) do
namero de células inflamatérias no TAPp. Grupo com placa estavel foi a categoria de referéncia.
* Ajustado para idade, hipertenséo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corpérea,
tabagismo e etilismo.

O numero de linfécitos B no TAPp se associou com a presenca de placas
instaveis (=0,554, 1C95%=0,195; 0914, p=0,003), independente dos fatores de

confusao.

A interacdo entre as variaveis porcentagem de obstrucdo e grupos de
acordo com a composicdo da placa aterosclerética foi testada, porém ndo houve
diferenca no modelo ajustado: macrofagos (B= 0,002, IC95%= -0,009; 0,01,
p=0,66), linfécitos T (B= -0,19, IC95%= -1,44; 1,05, p=0,76) e linfocitos B
(B=0,008, IC95%= -0,025; 0,009, p=0,35).

4.4.2 Comparacdo da inflamacdo no tecido adiposo perivascular
periplaca (TAPp) com tecido adiposo perivascular com auséncia de
aterosclerose (TAPaa)

A mesma analise foi realizada para a diferenga do numero das células
inflamatorias nos diferentes tecidos. Mais macrofagos (=7,2320, IC95% 1,892;
12,572, p=0,007) e linfécitos B (=0,2001, 1C95% 0,001; 0,400, p=0,04) foram
encontrados no TAPp quando comparado com o TAPaa, distal, mostrados na

tabela 16. Isto evidéncia que o numero de células inflamatdrias € maior na regiédo
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proxima a placa aterosclerética, do que a regido distal, e esta diferenca aumenta

de acordo com o0 aumento da porcentagem de obstrugéo arterial.

Tabela 16. Associacdo entre a porcentagem de obstrucdo das artérias
coronarias com a diferenga do niumero de macrofagos, linfocitos T e B entre
TAPp e TAPaa (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Diferenca do
NUmero de Células
Inflamatoérias
(10%/um?) B IC de 95% ps B IC de 95% ps
. Macréfagos 6,471 1,746; 11,195 0,007 7,232 1,892; 12,572 0,007
. Linfécitos T 0,954 -0,578; 2,487 0,22 1,015 -0,685; 2,7157 0,24

. Linfocitos B 0,189 0,008; 0,370 0,04 0,200 0,001; 0,400 0,04

IC=intervalo de confianca; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPaa: tecido
adiposo epicardico perivascular com auséncia de aterosclerose.

8 Regressédo por modelos lineares generalizados entre a porcentagem de obstrugéo nas artérias
coronarias e a diferenca do nimero de células inflamatoérias entre TAPp e TAPaa.

* Ajustado para idade, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corpérea,
tabagismo e etilismo.

Modelo Simples Modelo Multivariado*

A diferenca entre as células inflamatorias entre TAPp e TAPaa de acordo

com a composicdo de placa estavel ou instavel € mostrada na tabela 17.

Tabela 17. Associacdo entre os grupos de estabilidade e instabilidade de placas
aterosclerdticas das artérias coronarias com a diferenca do numero de
macrofagos, linfocitos T e B entre TAPp e TAPaa (n=246 fragmentos), Sao
Paulo, 2013-2015.

Diferenca do

NGmero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatorias
(10%um?) B IC de 95% ps B IC de 95% ps

. Macrofagos 132,211 -155,720; 420,141 0,36 144.383 -166,609; 455,374 0,35
. Linfécitos T 51.884 -61,486; 165.254 0,36 56.615 -75,469;188.700 0,39
. Linfécitos B 14,897 2,627; 27,166 0,01 15,321 2,022; 28,620 0,02

IC=intervalo de confianca; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPaa: tecido
adiposo epicéardico perivascular com auséncia de aterosclerose.

§ Regressdo linear com erros padrdes robustos (opcdo cluster) entre grupos com placas
ateroscleroéticas estaveis e instaveis, com a diferenca do nimero de células inflamatérias entre
TAPp e TAPaa. Grupo placa estavel foi a categoria de referéncia.

* Ajustado para idade, hipertensédo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corporea,
tabagismo e etilismo.
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O numero de linfocitos B se associou com placas ateroscleréticas
instaveis, independente dos fatores de confusdo (B=15,321, 1C95% 2,022;
28,620, p=0,02). Dessa forma, na presenca de placas instaveis, ha uma
diferenca entre linfocitos B no TAPp em relacédo ao TAPaa, ou seja, 0 numero de
linfécitos B foi maior no TAP adjacente a placa de aterosclerose do que no TAP

adjacente a uma regido pericoronaria com auséncia de leséo.

N&o foi encontrada interacéo entre a porcentagem de obstrucéo arterial e
a instabilidade de placa em relacdo a diferenca do numero de células
inflamatoérias entre TAPp e TAPaa (macréfagos: ($=9,819, 1C95%= -3,982;
23,621, p=0,16; linfocitos T: =2,161, IC95%= -2,464; 6,785, p=0,35, e linfocitos
B: B=-0,049, IC95%-= -0,496; 0,398 e p=0,83).

Portanto, pode-se afirmar que houve aumento do nimero de macréfagos
no TAPp com o0 aumento da porcentagem de obstrucdo, e quando as placas
ateroscleroticas foram instaveis, o nimero de linfécitos B aumentou no TAPp.

Essas associacfes foram restritas a placa aterosclerética.

4.4.3 Comparacao da inflamacao no tecido adiposo perivascular

periplaca (TAPp) com tecido adiposo subcutaneo (TAS)

Em relagéo a diferenca do numero de células inflamatorias entre TAPp e
TAS, o niumero de macréfagos foi maior no TAPp em relacdo ao TAS, quanto
maior a porcentagem de obstrucao ($=5,717, 1C95%=1,802; 9,632, p=0,004),
assim como os linfocitos T (B=0,991, 1C95%=0,030; 1,951, p=0,04),
independente dos fatores de confusdo. Embora os linfécitos T apresentaram um
efeito pequeno e ndo tenham se associado com a porcentagem de obstrucdo e
composicédo de placa no TAPp, foram presentes no tecido adiposo cardiaco pois
apresentou maior numero em relagdo ao tecido adiposo subcutaneo. Os

resultados podem ser visualizados na tabela 18.
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Tabela 18. Associacdo entre a porcentagem de obstrucdo das artérias
coronarias com a diferenga do numero de macroéfagos, linfocitos T e B entre
TAPp e TAS (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Diferenca do

NGmero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatérias
(108/um2) B IC de 95% ps B IC de 95% ps
. Macréfagos 5,667 2,054; 9,280 0,002 5,717 1,802; 9,632 0,004
. Linfocitos T 0,877 -0,104; 1,858 0,07 0,991 0,030; 1,951 0,04
. Linfécitos B 0,060 -0,097; 0,217 0,45 0,066 -0,090; 0,222 0,40

IC=intervalo de confianca; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAS: tecido
adiposo subcutaneo.

§ Regressao por modelos lineares generalizados entre a porcentagem de obstrucédo nas artérias
coronarias com a diferenca do numero de células inflamatdrias entre TAPp e TAS.

* Ajustado para idade, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corpérea,
tabagismo e etilismo.

A diferenca do numero de macroéfagos, linfocitos B e T entre TAPp e TAS

nao se associou com a composicao de placa estavel e instavel (Tabela 19).

Tabela 19. Associacdo entre grupo com placas ateroscleréticas estaveis e
instaveis com a diferenca do nimero de macrofagos, linfécitos T e B no TAPp e
TAS (n=246 fragmentos), Sdo Paulo, 2013-2015.

Diferenca do

Namero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatérias
(108/um2) B IC de 95% ps B IC de 95% ps
. Macréfagos 109,462 -154,262; 373,187 0,41 87,661 -183,710; 359,032 0,52
. Linfécitos T 20,042  -47,914;87,998 0,55 22,578 -44,669;89,825 0,50
. Linfocitos B 9,022 -1,035; 19,080 0,07 8,722 -3,392; 20,836 0,15

IC=intervalo de confianca; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAS: tecido
adiposo subcutéaneo.

8 Regressdo linear com erros padrdes robustos (opcdo cluster) entre grupos com placa
aterosclerotica estavel e instavel com a diferenca do nimero de células inflamatérias entre TAPp
e TAS. Grupo placa estavel foi a categoria de referéncia.

* Ajustado para idade, hipertens@o arterial sistémica, diabetes, indice de massa corporea,
tabagismo e etilismo.

A interacdo entre a porcentagem de obstru¢cdo e composicédo de placa
estavel e instavel ndo atingiu diferenca estatistica para macréfagos (=3,043,
IC95%= -5,685; 11,770, p=0,49), linfocitos T (B=1,272, IC95%= -1,561; 4,106 e
p=0,37) e linfécitos B (B=0,003, IC95%= -0,444; 0,450 e p=0.98).
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4.4.4 Comparacdo da inflamacdo no tecido adiposo perivascular

periplaca (TAPp) com tecido adiposo visceral perirrenal (TAPr)

Em relacéo as diferencas de células inflamatorias entre TAPp e TAPr, o
namero de macrofagos permaneceu maior no TAPp comparado ao TAPr,
conforme o aumento da porcentagem de obstrucdo, ou seja, quanto maior a
obstrucéo arterial coronariana, maior é a diferenca, e, portanto, maior € o nimero
de macréfagos no TAPp (f=5,523, 1C95%= 0,910; 10,136, p=0,01). Dados

podem ser visualizados na tabela 20.

Tabela 20. Associacdo entre a porcentagem de obstrucdo das artérias
coronarias com a diferenca do niamero de macrofagos, linfocitos T e B entre
TAPp e TAPr (n=246 fragmentos), Sdo Paulo, 2013-2015.

Diferenca do

Numero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatérias
(108/um?) B IC de 95% ps B IC de 95% ps
. Macrofagos 4,715 0,895; 8,535 0,01 5,523 0,910; 10,136 0,01
. Linfocitos T 0,418 -1,171; 2,008 0,60 0,621 -1,174; 2,4163 0,49
. Linfécitos B -0,006  -0,290; 0,277 0,96 -0,013 -0,300; 2732 0,92

IC=intervalo de confian¢a; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPr: tecido
adiposo perirrenal.

8 Regressdo por modelos lineares generalizados entre a porcentagem de obstrugdo nas artérias
coronarias com a diferenca do numero de células inflamatdérias entre TAPp e TAPr.

* Ajustado para idade, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corporea,
tabagismo e etilismo.

Na presenca de placas ateroscleréticas instaveis, a diferenca do nimero
de células inflamatorias entre TAPp e TAPr nado foi suficiente para atingir

diferenca estatistica. Resultados podem ser observados na tabela 21.
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Tabela 21. Associacdo entre grupo com placas ateroscleréticas estaveis e
instaveis em artérias coronarias, com a diferenca do nimero de macroéfagos,
linfécitos T e B no TAPp e TAPr (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Diferenca
do Numero de Modelo Simples Modelo Multivariado*
Células
Inflamatérias o 5 0 5
(10%/um?) B IC de 95% p B IC de 95% p

. Macroéfagos 171,973 -111,829; 455,776 0,23 455,776 -112,450; 489,233 0,21
. Linfécitos T -17,534 -118,773;83,705 0,73 -9,013 -115,241,; 97,213 0,86

. Linfécitos B 8,754 -10,300; 27,808 0,36 6,738 -13,227; 26,703 0,50

IC=intervalo de confian¢a; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPr: tecido
adiposo perirrenal.

8 Regressao linear com erros padrdes robustos (opgao cluster) entre a porcentagem de obstrugéao
nas artérias coronarias em individuos com placas ateroscleréticas estaveis e instaveis, e a
diferenca do nimero de células inflamatorias entre TAPp e TAPr.

Grupo placa estavel foi a categoria de referéncia.

* Ajustado para idade, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, indice de massa corpérea,
tabagismo e etilismo.

Quando ambas variaveis independentes estdo presentes no mesmo
modelo, os macréfagos continuam associados. Esta diferenca entre TAPp e
TAPr mostrou-se independente da composicdo de placa nos individuos
(B=5,203, IC95%= 0,644; 9,763, p=0,02). Embora a diferenca entre o nimero de
células inflamatérias ndo foi associada de modo independente com a
instabilidade da placa, a presenca da mesma influencia no aumento do nimero
de macréfagos no TAPp, pois a interacdo entre os dois fatores potencializou o
aumento da diferenca de macréfagos entre TAPp e TAPr (=12,781, 1C95%=
4,363; 21,200 p=0,002). Dessa forma, quando ambas estdo presentes, ha um

aumento do namero de macrofagos em TAPp. Dados mostrados na tabela 22:
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Tabela 22. Associacdo entre a porcentagem de obstrucdo das artérias
coronérias, e grupos de acordo com a composi¢ao de placa, com a diferenca do
namero de macrofagos, linfocitos T e B entre TAPp e TAPr (n=246 fragmentos),
Séo Paulo, 2013-2015.

Diferenca do

Nimero de Células Modelo Simples Modelo Multivariado*
Inflamatérias
(108/um?) B IC 95% ps B IC 95% ps

Porcentagem de Obstrucao
. Macréfagos 4,375 0,963; 7,788 0,011 5,203 0,644; 9,763 0,02
. Linfécitos T 0,915 -0,586; 2,415 0,23 1,062 -0,605; 2,730 0,21
. Linfécitos B -0,157 -0,423; 0,110 0,24 -0,129 -0,376; 0,117 0,30
Instabilidade da placa aterosclerética
. Macréfagos 30,986 -259,375; 321,346 0,83 29,679 -271,665; 331,024 0,84
. Linfécitos T -46,869 -146,794; 53,056 0,35 -41,736 -141,160; 57,687 0,41
. Linf6citos B 13,876 -4,801; 32,554 0,14 10,724 -8,117; 29,566 0,26
Interacéo entre Porcentagem de Obstrucao e placas ateroscleréticas instaveis
. Macréfagos 10,552 3,184; 17,919 0,004 12,781 4,363; 21,200 0,002
. Linfécitos T 0,922 -2,989; 4,833 0,64 0,235 -3,981,; 4,450 0,91

. Linfécitos B -0,357 -1,072; 0,357 0,32 -0,221 -0,810; 0,367 0,46

IC=intervalo de confianca; TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca; TAPr: tecido
adiposo perirrenal.

8 Regressdo por modelos lineares generalizados entre a porcentagem de obstrugdo nas artérias
coronarias, grupos com placas ateroscleréticas estaveis e instaveis e o niumero de células
inflamatdrias no TAPp e TAPr. Grupo placa estavel foi a categoria de referéncia.

* Ajustado para idade, hipertensé@o arterial sistémica, diabetes, indice de massa corpérea,
tabagismo e etilismo.
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4.5 Resumo dos resultados
O resumo dos resultados pode ser observado na tabela 23.

Tabela 23. Resumo dos resultados do estudo entre as associa¢des das células
inflamatérias com a porcentagem de obstru¢cdo, grupos com placas
ateroscleroticas estaveis e instaveis e interacdo entre ambas no TAPp com
TAPaa, TAS e TAPr (n=246 fragmentos), Sao Paulo, 2013-2015.

Andlise de interacéo
Porcentagem de Composicéo de

Tecidos obstrucéo placa (estaveis e Interacéo entre
arterial instaveis) porcentagem de
obstrucao arterial
Analise TAPp -
. Macrofagos Presente * Ausente Ausente
. Linfécitos T Ausente Ausente Ausente
. Linfécitos B Presente * Presente * Ausente
Diferenca entre TAPp (proximal) e TAPaa (distal)
. Macréfagos Presente * Ausente Ausente
. Linfocitos T Ausente Ausente Ausente
. Linf6citos B Presente * Presente * Ausente
Diferenca entre TAPp e TAS
. Macréfagos Presente * Ausente Ausente
. Linfécitos T Presente * Ausente Ausente
. Linfécitos B Ausente Ausente Ausente
Diferenca entre TAPp e TAPr
. Macro6fagos Presente * Ausente Presente *
. Linfécitos T Ausente Ausente Ausente
. Linfécitos B Ausente Ausente Ausente

TAPp: tecido adiposo epicardico perivascular periplaca (proximal); TAPaa: tecido adiposo
epicérdico perivascular com auséncia de aterosclerose (distal); TAS: tecido adiposo
subcutaneo; TAPr: tecido adiposo perirrenal.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi encontrado uma correlacdo entre o aumento do niumero
de macrofagos e linfécitos B no TAPp com o0 aumento da porcentagem de
obstrucao em artérias coronérias. Adicionalmente, houve aumento do niumero de
linfécitos B na presenca de placas ateroscleréticas instaveis. Macréfagos e
linfécitos B foram maiores no TAPp com o aumento da obstrucdo arterial, e
linfécitos B aumentaram na presenca de placas instaveis no TAPp, em relacdo
ao TAPaa (distal). Estas associacdes foram restritas a area adjacente a placa
aterosclerotica comparado com outros sitios de tecidos adiposos, independente
dos fatores de confusdo. Embora os linfécitos T ndo tenham se associado a
porcentagem de obstrucdo ou com placas ateroscleréticas instaveis no TAPp,
foram presentes em maior numero no TAPp quando comparado ao TAS, com o
aumento da porcentagem de obstrucao arterial. O numero de macréfagos
também aumentou no TAPp com o aumento da porcentagem de obstrucéo
arterial coronariana comparado com TAPr de modo independente. Além disso,
observamos interacdo entre a presenca de placa instavel e porcentagem de
obstrugéo arterial em relagdo ao niumero de macréfagos no TAPp.

5.1 Casuistica

O tamanho de amostra foi superior guando comparado a maior parte dos
estudos prévios®-%’. Em relacdo as caracteristicas desta amostra comparado
com estudos prévios, a maior parte dos estudos também apresentou um
predominio de individuos idosos, com excecdo de Tavora et al.?® e Kralova et
al.”® que tiveram uma maior prevaléncia de individuos de meia idade. Os estudos
prévios apresentaram um predominio do sexo masculino, e nossa casuistica foi
igualmente dividida. Em relacdo a cor dos participantes, a grande parte dos
estudos avaliaram individuos amarelos®3-%° ou brancos®®, brancos e pretos®® e
alguns ndo reportam esta informacédo®27%67 o que mostra ha poucos estudos
multiétnicos entre inflamacé@o no TAP e aterosclerose. Alguns estudos tiveram
alta prevaléncia de obesidade®2, e alguns destes individuos apresentavam
obesidade mérbida®?. A obesidade esta associada tanto para disfuncéo no tecido

adiposo®?, quanto a doenca arterial coronariana®®. Em relacdo a presenca de
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HAS, diabetes mellitus e dislipidemia, as prevaléncias foram semelhantes
quando comparadas com este estudo. Em nosso estudo, houve coleta da
informacado sobre tabagismo, que esta associado com aumento de inflamacgéo
no TAP®, e, portanto, foi ajustado nas andlises. Alguns estudos coletaram
informacgdo sobre tabagismo®2%%° mas ndo ajustaram nas andlises, e um
estudo considerou como critério de exclusdo®. Em nenhum estudo foi
mencionado quanto ao consumo de alcool, que esta associado com DAC?®384 e
a inflamacéo no tecido adiposo, com aumento de TNF-a e IL6, aumento da
quantidade de tecido adiposo visceral, diminui¢cdo do tecido adiposo subcutaneo

e aumento da resisténcia a insulina®®.

5.2 Inflamagé&o no TAPp

Os macrofagos quantificados no TAPp aumentaram com o aumento da
porcentagem de obstrucéo arterial da placa aterosclerdtica. Este dado corrobora
com outros estudos que investigaram macréfagos tanto no TAE®%6465 quanto no
TAP apés procedimento cirlrgico’®, e no TAP em estudos post mortem®3:69,
Todos estes estudos compararam o grupo com DAC com grupo controle (DAC-).
Os resultados do nosso estudo também estdo de acordo com um estudo post
mortem®®, que investigou a correlacdo entre o tamanho da placa com o niimero
de macréfagos. No entanto, neste estudo, todas as associacdes foram
independentes de fatores de confusado e corrigidos para medidas repetidas no

mesmo individuo, que néo foram feitos em estudos anteriores.

Estudos no TAE® identificaram que o0s macréfagos estéo
alternativamente ativados para M1 ou M2, sendo que macrofagos M1 (pro-
inflamatorio) sdo presentes em maior nimero e proporcado do que 0os macrofagos
M2 (acdo anti-inflamatéria) na presenca de aterosclerose. Na presenca de
obesidade, observou-se macrofagos M1 tanto em estudos em humanos com
resisténcia a insulina®®8’, quanto em ratos com obesidade induzida por dieta em
modelos experimentais®?. Entretanto, estudos em humanos post mortem sobre
a associacdo entre macrofagos polarizados no TAPp e aterosclerose sao

necessarios.
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Os linfécitos T, corados com CD3 (pan-linfécitos T28), foram observados
no TAPp neste estudo, embora ndo tenhamos encontrado diferenga entre o
namero com o aumento da porcentagem de obstrucdo arterial e presenca de
placas ateroscleréticas instaveis no TAPp. Estudos prévios encontraram
linfocitos T em pacientes com DAC®%67, Mazurek et al.®? encontraram linfécitos
T, corados com CD3, infitrados no TAE de pacientes submetidos a
revascularizacdo do miocérdio, avaliados de forma qualitativa. Além disso a
infiltracdo de linfécitos T foi encontrada proximo de vasos sanguineos ou
circulantes nos mesmos, diferentemente deste estudo, que encontrou infiltrados
entre os adipécitos com analise quantitativa, permitindo a comparacéo entre 0s
tecidos de forma mais efetiva. Grosso et al.%’, com uma casuistica semelhante
ao estudo anterior (material proveniente de cirurgia), encontraram 0S mesmos
achados, porém os resultados foram avaliados com objetivo de identificar a
diferenca dessas células entre pacientes sob efeito de medicamentos em relacao
a inflamacgé&o no plasma e no TAE, diferentemente deste estudo. A amostra do
estudo de Mazurek et al.®? eram de individuos obesos, embora os autores
relatem que IMC ndo se associou com a inflamacdo com o TAE na analise
univariada. Entretanto, a inflamag&o parece estar associada com a obesidade,
que leva a um aumento de linfécitos T por proliferacdo e recrutamento. A
proliferacdo de linfécitos T esta relacionada com a liberacdo de leptina e a
qguimiocina RANTES (Regulada por Ativacdo Expressa e Secretada por
Linfocitos T Normais), que recrutam leucécitos para locais com inflamacgao®.
Além disso, foi demonstrado por estudos experimentais que as células T estao
presentes em maior quantidade em ratos obesos do que ratos magros, formando
clusters com outros subtipos de células T e macréfagos, formando crown-like
structures ao redor dos adipécitos®3. Finalmente, a amostra foi muito reduzida
para a andlise (n=11) do estudo do Mazurek et al.??, e ndo houve ajuste para

fatores de confusao.

Outros estudos prévios investigaram a associacao entre diferentes tipos
de linfocitos T e DAC. Hirata et al.®4, examinaram linfécitos T e os subtipos CD4*
e CD8*, em individuos com DAC e em controles. Foi encontrado maior nimero
de linfécitos CD8* em ambos grupos. Os linfocitos CD8* foram encontrados em

menor nimero, em relacdo aos linfécitos CD4* na placa aterosclerética®3, o que
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demonstra que a ndo deteccdo de CD4* associada a aterosclerose deve ser mais
amplamente investigada. Alguns estudos experimentais com o desenvolvimento
de placas aterosclerdticas vulneraveis, através de indugdo de apoptose,
formacéo de nudcleo necroticos e formacao de capa fibrosa fina, sugerem que a
atuacdo dos linfécitos CD8* é pré-aterogénica®®. No entanto, outros estudos
reportam que sua atuacdo pode ser ateroprotetora, com uma atuacao
supressora de linfocitos T°1. Em ratos os subtipos de células T foram detectados
no tecido adiposo e associados com a obesidade, sendo que a citocina IFN-y,
assinatura do subtipo Thl, pode promover a inflamacédo neste tecido®. O
marcador utilizado em nosso estudo ndo detecta entre estes e mais outros
subtipos®, portanto ndo permite uma comparacdo direta com estes estudos
prévios. A analise dos subtipos nao foi realizada neste estudo e é fundamental
para o esclarecimento da associagéo entre linfécitos T no TAPp e aterosclerose

em humanos.

Os linfécitos B aumentaram com o aumento da porcentagem de obstrucéo
arterial, e foram especificos para placas ateroscleroéticas instaveis. Em placas
ateroscleroticas os linfocitos B CD20 (anticorpo utilizado neste estudo) tem
possivel atuacdo pré-aterogénica em placas ateroscleréticas avancadas com
manifestacdes de complicacbes clinicas®. Grosso et al.%’, os detectaram no
TAE®” em individuos submetidos a cirurgia, porém sob efeito medicamentoso,
que foi seu desfecho. Os linfocitos B foram detectados em forma de clusters
préximos aos vasos sanguineos no TAE. Cluster € uma estrutura linfoide
denominada como FALCs (fat-associated lymphoid cluster), associada a tecidos
adiposos, descrita inicialmente no tecido adiposo mesentérico®?. A sinvastatina
aumentou o numero de linfécitos B e o uso de pioglitazona isolado ou combinado
com sinvastatina diminuiu os niveis de células inflamatérias no tecido e de
citocinas no plasma. Quanto as limitacdes metodoldgicas, as comparac¢des ndo
foram ajustadas para os niveis celulares e de citocinas no baseline. Neste
estudo, areas com aglomerados celulares foram evitadas, pois 0 numero de
linfocitos B nos clusters era muito discrepante das células livres encontradas no

tecido.
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N&o foram encontrados outros estudos de linfécitos B em TAE
relacionados com DAC em seres humanos, além do estudo de Grosso et al.®,
em 2014, e ainda nao foram descritos em TAP relacionados com DAC até este
momento. No tecido adiposo visceral abdominal, como o omento, ja foram
relatados®*. No tecido adiposo tanto em ratos, como em humanos os linfécitos B
presentes sdo compostos principalmente pelo subtipo B1, que respondem a
agentes patdégenos mais rapidamente do que o subtipo B2. Adicionalmente, as
células B1 podem expressar anticorpos que reagem as OxLDL®%. Em relacdo a
aterosclerose seu papel ainda € controverso, mas acredita-se que as células B2
sejam pro-aterogénicas e as B1 atenuem o processo aterogénico. Além disso,
as células B2 sdo a maioria na placa aterosclerética®®3742, Os linfécitos B, em
conjunto com alguns linfécitos T, macréfagos e células dendriticas também
foram descritos na aterosclerose, estas células podem se agrupar em centros
nodulares na camada adventicia, e o nimero de células em proliferacdo

aumentou de acordo com o tamanho destes centros nodulares®3.

O tecido adiposo perivascular coronariano se infiltra na camada
adventicia, podendo influenciar diretamente a inflamacdo na artéria
coronaria®®®, O vasa vasorum intercala estruturalmente com o TAP%%% e
também pode ser um grande elo entre a inflamacdo no TAP e a aterosclerose.
Esta interacdo complexa pode ter impacto na aterosclerose, como em outras
doencas vasculares comum, como hipertenséo arterial*?, através de transmissao
de meadiadores inflamatérios do TAP a vasculatura interior®®. Quando ha um
espessamento na camada intima, o vasa vasorum se desenvolve em direcéo a
camada intima?%, podendo contribuir para o recrutamento de linfécitos na
camada adventicia*?>, que pode auxiliar na instabilizacdo da placa
aterosclerética?®. Estudos experimentais relatam a possibilidade do vasa
vasorum estar presente antes do espessamento da camada intima. A infiltracéo
de células inflamatérias na camada adventicia pode preceder esta angiogénese.
O TAPp parece exercer o papel atraves pela estimulacédo da inflamacéo e fatores
de crescimento angiogénicos®. Na camada adventicia, os linfocitos B®%% e
linfécitos T3369, além de serem predominantes, foram associados com placas
instaveis em estudos prévios®®%. O TAPp, através do contato direto com a

camada adventicia®®, e o vasa vasorum no auxilio do recrutamento de
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linfocitos#?, e com a comunicacdo da camada média com a média e intima, na
presenca de aterosclerose?®, podem permitir uma difuséo da inflamacéo para a
parede da artéria coronaria.

5.3 Inflamacéo no TAPp em relagcdo TAPaa

O tecido adiposo epicardico perivascular foi comparado em duas areas
distintas no tecido adiposo cardiaco, uma proximal a placa aterosclerotica mais
relevante clinicamente dentre todas as artérias coronarias e outra distal, com
auséncia de placas ateroscleréticas, no mesmo individuo. Estudos prévios®®/°,
delimitaram a area proximal e distal em relacdo ao Ostio da artéria coronaria e
nao a presenca de placas ateroscleréticas. Estes estudos mostraram que ha
diferencas entre o tamanho da LLEI®®, [Gmen®®, &rea da placa®® e area da parede
da artéria coronaria DA proximal e distal entre grupos’®, e ndo houve diferencas
para a estenose do limen®. No entanto, estas diferencas podem ser
secundarias a diminuicéao do calibre dos vasos ao longo do trajeto. Encontramos
diferencas na porcentagem de obstrucdo arterial proximal e distal nos grupos, e
no mesmo individuo. O calculo de porcentagem de obstrucdo arterial neste
estudo considera a diferenca da area da LLEI com o lumen, dividida pela area
da LLEI®®. Dessa forma, o célculo de porcentagem de obstrucédo arterial é
corrigido pela area da LLEI, e deste modo, é possivel realizar a comparacao
direta entre as duas regifes sem haja interferéncia do calibre da artéria.

Mostramos que a associacdo de macrofagos e linfocitos B com
aterosclerose foi restrita e adjacente a placa aterosclerdtica. Estudo prévio de
Verhagem et al.%%, mostraram que o nimero de macréfagos em TAP esteve
associado com a area do lumen e razdo da placa/média, ajustadas para o local,
0 que corrobora os nossos resultados. Entretanto, diferentemente do nosso
estudo ndo houve associacdo de macrofagos com a area da placa (medida mais
semelhante a obstrucdo arterial). Kralova et al.”®, ndo encontraram diferencas
entre 0 niumero de macréfagos no TAP proximal e distal entre os grupos, mas
encontrou para diferenca entre o nimero de macréfagos na parede da artéria
coronéria proximal em relacdo a distal entre pacientes com DAC. Houve aumento

de macréfagos nas artérias coronarias proximal e distal e no TAP no grupo com
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DAC. O mesmo néo ocorreu no grupo controle, o que evidencia que a inflamacao
no TAP tem correlagdo com a aterosclerose. Estudo de Tavora et al.®®, parece
ter encontrado o mesmo achado, porém nao foram analisados de forma

guantitativa comparadas com o mesmo individuo.

Nossos resultados corroboram com o0s estudos de imagem, pois
encontraram maior densidade de TAP ao redor de lesdes instaveis em individuos
com SCA®3°7, Desta forma, as diferencas entre os resultados dos estudos de
autopsia préevios e os resultados deste estudo parecem estar relacionadas ao
fato de que quantificamos a inflamacdo em regides proximais e distais em

relacdo a placa de ateroma e ndo pelo trajeto das artérias coronarias.

5.4 Inflamacéo no TAPp em relagcéo TAS e TAPr

O TAS abdominal, diferentemente do tecido adiposo visceral, nao foi
associado com fatores de risco como obesidade e triglicérides elevados em
estudos prévios®. Entretanto, o aumento de tecido adiposo visceral em relacéo
ao subcutaneo foi associado com DCV®, Estudos prévios compararam a
inflamacé&o no TAS entre grupos com DAC (com placas ateroscleréticas estaveis)
e grupo controle. Ndo foram encontradas diferencas entre macréfagos®2:64.6°,
macroéfagos polarizados®®, células T de modo geral (CD3)%?, e seus subtipos
CD4* ou CD8* % no TAS entre grupos com DAC e grupo controle (auséncia de
DAC). Comparaces de inflamacéo no TAPp e TAS entre individuos com placas
ateroscleroticas estaveis e instaveis com material de autdépsia em humanos
ainda ndo foram realizadas. Dessa forma, comparamos se as diferencas das
células inflamatérias nos tecidos descritos estdo associadas com a
aterosclerose. O numero de macrofagos foi maior no TAPp em relagédo ao TAS,
com o aumento da porcentagem de obstrucdo arterial. Os linfocitos T, embora
nao tenham aumentado de acordo obstrucao arterial ou instabilidade de placa
no TAPp, foram observados em maior nimero no TAPp em relacdo ao TAS de
acordo com o aumento da porcentagem de obstrucéo arterial. Isso demonstra
gue os linfécitos T exercem um papel em conjunto com os macréfagos no TAPp,
uma vez que respectivamente representam as duas maiores populagdes nas

placas ateroscleréticas!®. A porcentagem de obstrucio arterial e a presenca de
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placas ateroscleréticas instaveis nao influenciou na diferenca entre os linfocitos

B entre os dois sitios de tecido adiposo.

O TAPr € o tecido adiposo menos estudado em comparagcdo com o TAP,
TAE ou TAS. O TAPr tem despertado grande interesse recentemente por conter
tecido adiposo marrom. No entanto, os adipécitos brancos sdo maioria e ha
evidéncias que este tecido possui uma grande plasticidade no espectro de tecido
adiposo branco-marrom*°!. O tecido adiposo marrom ja foi descrito parece ser
resistente a infiltracdo de macrofagos em condicdes de obesidade por inducao
de dieta rica em gordural®?. Isto pode explicar os resultados encontrados de que
os macréfagos foram encontrados em maior nimero no TAPp em relagdo ao
TAPr de acordo com a porcentagem de obstrucao arterial, e ainda, na interacao
entre a presenca de placas aterosclerdticas instaveis e porcentagem de
obstrucado arterial. A porcentagem de obstrucdo arterial e presenca de placas
ateroscleroticas instaveis nao influenciou na diferenca do nimero de linfécitos T
e B no TAPp e TAPr.

O TAP em condicdes sem aterosclerose, tanto em cultura de células
humanas, quanto em ratos, apresenta caracteristicas morfologicas distintas do
TAS e do TAPr. O TAP € composto por adip6citos menores e mais irregulares.
Além disso apresenta um estado pré-inflamatério elevado, com maior expressao
de citocinas pro-inflamatorias (IL8 e IL6), principalmente de MCP-1, que é
responsavel pelo recrutamento de macrofagos, que pode ser encontrado de 10
a 40 vezes em relacdo ao TAS e TAProL. Isto pode explicar o aumento de
macrofagos em TAP em relacdo ao TAS e TAPr neste estudo. Contudo,
mostramos que ha maior inflamacdo no TAPp em relagdo ao TAPaa. Este
fendtipo proé-inflamatério parece acontecer em TAP peri-coronaria e peri-
aodrtical®®, pois estudos com humanos com TAP em artérias tibiais/popliteas
tiveram niveis de citocinas inflamatorias (TNF-a, MCP-1) menores do que TAS,
coletados em membros inferiores'®*. Finalmente, por estes motivos, sugere-se
gue o TAP pericoronaria pode desempenhar um papel em induzir a inflamacao
na camada adventicia da artéria coronaria®!. Este achado explica parcialmente
os resultados encontrados, pois mostramos que na presenca de aterosclerose a

presenca de macréfagos no TAPp é maior do que no TAP distal com auséncia
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de aterosclerose, no TAS e TAPr. Contudo, o mecanismo que leva o TAPp ter

maior inflamacé&o adjacente a placa aterosclerotica ainda precisa ser elucidado.

5.5 Inflamacé&o no TAP e aterosclerose: perspectivas

A aterosclerose requer a ativacdo do endotélio vascular'®®, que
desencadeia uma resposta inflamatéria principalmente por macréfagos e
linfocitos T332, Mais recentemente ha evidéncias de que os linfécitos B também
fazem parte deste processo®’. O TAE tem sido alvo de investigacdo pela facil
mensuragao de seu volume e espessura e tem sido associado com aumento da
adiposidade, sindrome metabdlica, resisténcia a insulina e gravidade de
DAC196.56  QOs resultados deste estudo sugerem que a inflamacgéo no TAPp pode
ser associada a gravidade da DAC e a instabilidade de placas aterosclerdticas,
devido a esta inflamacéo ser restrita ao TAE adjacente a placa aterosclerotica.
Dessa forma, os resultados sugerem que a inflamac&o no TAP pode contribuir

para a desestabilizacdo da placa aterosclerética.

Estas evidéncias podem ter uma grande aplicabilidade clinica com
tratamentos que objetivam atenuar esta inflamacdo e com isso estabilizar a
progressdo da aterosclerose. As estatinas tém sido reportadas como um
potencial imunossupressor, com demonstracdo de bloqueio especifico da
integrina -2 (receptores das moléculas de adesédo) e do antigeno associado a
funcdo leucocitaria-1, um co-estimulador das células T, que € expresso na
superficie dos leucdcitos, e quando ativados ligam-se as moléculas de adeséo.
Este bloqueio beneficia tanto individuos com DAC, quanto individuos submetidos
atransplante cardiaco'%’. Além disso, no ensaio clinico randomizado, duplo-cego
e multicéntrico JUPITER, homens com idade maior do que 50 anos e mulheres
acima dos 60 anos aparentemente saudaveis com proteina C reativa elevada
foram randomizados para receber rosuvastatina 20mg ou placebo. Depois de
dois anos o estudo foi interrompido pelo grande beneficio de pacientes tratados
com rosuvastatina, com taxas significativamente reduzidas de um primeiro
evento cardiovascular e morte por qualquer causa entre 0s participantes que
receberam rosuvastatinal®®, O beneficio da estatina parece ser maior em

pessoas que apresentam alto risco genético para desenvolvimento de DAC'9,
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Na abordagem anti-inflamatoria e imunossupressora, os corticoides foram
considerados como uma possivel terapéutica, no entanto, além dos inUmeros
efeitos colaterais, foram pré-aterogénicos® e aumentaram a incidéncia de
infarto agudo do miocardio em um estudo de coorte!l, O metotrexato,
imunossupressor utilizado em doencas autoimunes e céncer, esta sendo
investigado pelo ensaio clinico Cardiovascular Inflammation Reduction Trial -
Inflammation Imaging Study (CIRT) para verificar se doses baixas de metotrexato
reduz morbidade e mortalidade por DCV entre pacientes com infarto do
miocardio prévio ou pacientes multiarteriais comprovados por angiografiat'2. O
estudo encontra-se na terceira fase, com conclusao prevista para 2019. Ensaios
clinicos com drogas que bloqueiam interleucinas também estdo em curso, como
o Cardiovascular Risk Reduction Study (Reduction in Recurrent Major CV
Disease Events) — CANTOS, que esta em curso e tem o objetivo principal de
verificar se 0 medicamento canakinumab previne eventos cardiovasculares em
individuos que tiveram infarto do miocardio pelo menos um més antes do estudo,
ou com proteina C reativa elevadal!®. Por outro lado, o ensaio clinico que
investigou o bloqueio da lipoproteina associada a fosfolipase A2, que produz
mediadores pré-inflamatérios e apoptoéticos associadas principalmente a placas
ateroscleroticas vulneraveis, ndo reduziu ébitos cardiovasculares, AVC e infarto

do miocardiol!4,

A vacina contra a aterosclerose pode ser uma outra abordagem
terapéutica, porém o desafio € identificar antigenos especificos e relevantes na
aterogénese. A maioria dos estudos em busca de antigenos potenciais estdo em
estagios experimentais pré-clinicos. Em estudos com animais, a imunizacdo
contra P. gingivalis (bactéria periodontal) atenua aterosclerose induzida pelo
agente patogénico. Entretanto, ha muitos antigenos enddégenos potenciais como
por exemplo o LDL oxidado, que em animais reduziu a aterosclerose; e as HSPs
que tém achados divergentes, visto que algumas imunizagdes induziram a

aterosclerose, enquanto outras reduziram lesées ateroscleréticas'®.
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5.6 LimitagOes do estudo

Devido a natureza do estudo post mortem, que é observacional de corte
transversal, ndo é possivel estabelecer relacbes de causalidade entre as
variaveis dependentes e independentes. Além disso, a falta de seguimento dos
participantes ndo permitiu realizar a coleta de dados das caracteristicas clinicas
antes do Obito. A busca ativa através de prontuarios ndo foi considerada uma
alternativa, devido a descentralizacdo do sistema de saude e pelo fato de que
estes dados ndo foram coletados de modo uniforme e sistematizado para fins de
estudo. Contudo, os critérios de inclusdo e exclusdo para este estudo foram
exigentes, principalmente no que se refere ao informante apto a responder a

entrevista clinica e semiestruturada.

Os dados referentes as medicac¢des de uso continuo ndo foram ajustados
nestas analises, devido ao fato de que muitos dos participantes deste estudo
eram independentes, e com isso, muitos familiares ndo souberam referir
medicamentos de uso continuo, salvo aqueles que faziam tratamentos
especificos em que os familiares participavam do acompanhamento
(corticoesteroides e imunossupressores), que foi diferente nos estudos com
acesso a material cirlirgico®2646567 Contudo, estes estudos apenas realizaram
a comparacao entre estes 0s grupos de interesse e controles, e mesmo quando

havia diferenca estatistica, os dados nao foram ajustados.

A composicdo de nossa amostra € de conveniéncia, entretanto ndo fez
parte de nossos objetivos estimar a prevaléncia de placas aterosclerdticas
estaveis e instaveis em artérias coronarias na nossa amostra. A amostra de
conveniéncia ndo inviabiliza investigar a associacdo entre aterosclerose e

inflamacé&o no TAP, que foi o objetivo deste estudo.

N&o foi possivel avaliar se o processo inflamatério associado a
porcentagem de obstrucdo arterial e as placas instaveis € proé-inflamatorio ou
anti-inflamatorio, pois a polarizagdo das células ou identificacdo das citocinas
inflamatorias ndo foi realizada. Estudos futuros serdo realizados pela aluna

Daniela para avaliar essa questao.
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E importante ressaltar de que ndo pode ser descartado um processo
inflamatorio sistémico desencadeado pelo estado agonal. No entanto, casos com
sinais de sepse foram excluidos, assim como participantes com doencas
inflamatorias cardiacas e sistémicas. Além disso, células inflamatorias dentro

das artérias coronarias ndo foram quantificadas.

5.7 Pontos fortes do estudo

O acesso ao coragdo como um todo permitiu a andlise de todas as artérias
coronarias e a coleta do TAE perivascular adjacente a placa aterosclerética mais
relevante clinicamente, escolhida apos a analise macro e microscopica de todas
as lesbes aterosclerdticas. A padronizacdo do método foi aprimorada para que
a artéria coronaria fosse totalmente aberta para a mensuracéo da porcentagem
de obstrucéo e a técnica de imunoistoquimica fosse eficaz sem que houvesse

artefatos ou viés por ndo coragao das células.

As variaveis de interesse, aterosclerose e inflamacao nos diversos tecidos
adiposos, foram avaliadas por métodos morfométricos e quantitativos, com

medidas diretas no tecido.

Ainda em relacdo as variaveis de interesse, a medida das células
inflamatorias teve uma representatividade maior pela analise através de 20
campos com 600 pum de diametro. Estudos prévios utilizaram diferentes
métodos: dez imagens capturadas com aumento de 400x%36, trés campos com
200um de diametro®4%5, cinco ou mais campos com 40x de aumento e
posteriormente categorizados em escore de zero a quatro®, quantificacdo de
macréfagos através de grade estereoldgica’™, e em trés campos com aumento
de 20x (centro do TAE, borda e dentro de vasos) e em um néo foi referido®?.
Neste estudo, houve cegamento para fragmento, tipo de tecido adiposo e
localizacéo das células, exceto para aglomerados que foram evitados, e nao

houve variabilidade inter observador.
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A validade de critério preditivo da entrevista clinica foi testada e
apresentou boa especificidade e sensibilidade!!. Além disso, a maior parte de
nossa amostra apresentava convivio diario, o que demonstra uma boa
confiabilidade dos dados. Diferentemente de outros estudos post
mortem®366.69.70 avaliamos  fatores de risco cardiovasculares e
sociodemogréficos. O acesso as variaveis clinicas, mesmo que pelo informante,
nos permitiu que realizassemos a analises de regressfes multivariadas
ajustadas para os fatores de confusdo, que ndo haviam sido realizadas até o

momento.

Um estudo de coorte com acompanhamento dos individuos com posterior
acesso ao material de autdpsia seria o cenario ideal para evitar as limitacdes ja

citadas, como 0 acesso ao material por procedimento cirdrgico.

5.8 Divulgacéo cientifica

Os dados preliminares deste estudo foram apresentados em formato de
poster (ANEXO VI) no congresso da American Heart Association, Scientific

Sessions em novembro de 2015. O resumo foi publicado na revista Circulationt?’.

Foi confeccionado um artigo cientifico com os resultados de toda a
padronizacao do método criado para este estudo. O artigo foi submetido e aceito
na revista Journal of Medical Internet Research: JMIR — Research Protocols, com

fator de impacto de 4,53. Encontra-se em atual edicao**8.

Além disso, estamos confeccionando os artigos cientificos para os

resultados principais e mais outros a partir dos dados coletados.
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6 CONCLUSAO

A doenca arterial coronariana esta associada com a inflamacéo no tecido
adiposo epicardico perivascular adjacente a placa aterosclerotica nas artérias

corondrias.

Os macrofagos e linfécitos B no tecido adiposo epicardico perivascular
periplaca aumentaram de acordo com 0 aumento da porcentagem de obstrucgéo.
O aumento do numero de linfécitos B foi associado as lesfes instaveis. Todos

os achados foram independentes de possiveis fatores de confuséo.

A associacdo do numero de células inflamatérias com a porcentagem de
obstrucao e placas ateroscleroticas instaveis foi maior na area adjacente a placa
aterosclerotica em relacéo ao tecido adiposo epicardico perivascular distal com
auséncia de aterosclerose. O numero de macrofagos e linfocitos T no tecido
adiposo epicéardico perivascular periplaca foi maior em relagédo ao tecido adiposo
subcutaneo. Finalmente, houve também aumento de macrofagos no tecido
adiposo epicardico perivascular periplaca em relacdo ao tecido adiposo
perirrenal, do qual a interacdo entre porcentagem de obstrucdo arterial e a
instabilidade da placa contribuiu para potencializar este aumento de macréfagos
no tecido adiposo perivascular periplaca.

Dessa forma, a inflamacdo no tecido adiposo epicardico perivascular
periplaca parece estar associada a maior porcentagem de obstrucdo da placa de
ateroma e esta inflamacgédo pode contribuir para a desestabilizacdo da placa

ateroscleratica.
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ANEXOS

ANEXO I. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo

MEDICINA
. sP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de 530 Panlo, em sessio de 12 /12 /2012, APROVOTU o Protocolo de
Pesquisa n0 439/12 intimalade: “ASSOCIACAO ENTRE INFLAMACAO DO
TECIDO ADIPOSO EPICARDICO E DOENCA ARTERIAL
COROMARIANA: UM ESTUDD CLINICOPATOLOGICO™ apresentado pelo
Departamento de PATOLOGLA.

Cabe ac pesquisador elaborar e apresemtar ao CEP-
FHMUSPE, os relatorios parciais ¢ final sobre a pesquisa (Resolucio do
Consslho Nacional ds Sande n® 196, de 10/10/1996, Inciso L2, lestra

"

Pesquisador (a) Responsavel: Clandia Kimie Susmoto
Pesquisador (a) Executante: Daniela Souza Farlas

CEP-FMUSFE, 159 de Dezembro de 201z,

Prof. Dr. Panlo Enripedes archiori
Vice-Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comiid de Efica =m Fesgquisa da Faculdade de Rledicin
e-mal: cep Avfusp b
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ANEXO II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Cardiovascular

I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

ENDERECO: ...ttt N2 e APTO: .o

CEP: e TELEFONE: DDD (......... SRS
RESPONSAVEL LEGAL: ..ottt ettt et ss st ssse et ses st s s et ss et sansessssssesesesnssessasnsesesseseaes
NATUREZA (grau de parentesco, tULOr, CUrAAOr BTC.)....ccuiiieiieeiiieieeieereecte e et e ereeeteeeeeste e s e eeteesteeseesse e enseesnnesseenns

BAIRRO:....ocoeoeeeeeeeeeeees e Lol 0o O
CEP: oot TELEFONE: DDD (......... Y eeeeeeeeee e e e st e neneeen

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE GORDURA VISCERAL ABDOMINAL E
TORACICA COM O GRAU DE ATEROSCLEROSE SISTEMICA.

2. PESQUISADOR: Prof. Dr. Carlos Augusto Pasqualucci

CARGO/FUNGAO: Professor Doutor do Departamento de Patologia da Universidade de Sdo Paulo e Diretor do Servico de
Verificagdo de Obitos da Capital da Universidade de S&o Paulo.

INSCRIGAO NO CONSELHO REGIONAL N°: 26.475 UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Patologia
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO (X) RISCO MINIMO ( ) RISCO BAIXO ( )
RISCO MEDIO ( ) RISCO MAIOR ( )

4. DURAGAO DA PESQUISA: 4 anos

Ill - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:
Muito obrigado por sua atencdo.

Estamos realizando uma pesquisa que visa avaliar a associagdo entre o acimulo de gordura em varios lugares do corpo e a
obstrugdo dos vasos. Este estudo permitira identificar os individuos com maior risco de obstrugdo dos vasos que esta
associada a infartos e derrames. Novos tratamentos para as doengas sé sdo descobertos fazendo estudos como este.

Este estudo ocorrera da seguinte maneira:

O (a) Senhor (a) serd entrevistado por um enfermeiro (a) a respeito do estado de saude do seu parente que faleceu. O Sr(a)
devera fornecer o contato de uma pessoa que morava com o falecido e fazia pelo menos 2 refeigdes didrias com ele nos
ultimos doze meses. Essa pessoa serd contatada por telefone por um pesquisador da equipe, que fara uma entrevista a
respeito dos habitos alimentares do falecido.

N&o sera feito nada a mais que o procedimento normal da autdpsia e o corpo nao sera mutilado, ou seja, o corpo é liberado
para a familia devidamente vestido, sem apresentar sinal visivel de que a autdpsia tenha sido realizada. Durante a autdpsia,
serdo retirados fragmentos do coragdo, do cérebro e da gordura dos 6rgdos. Esses fragmentos serdo analisados com bastante
cuidado e armazenados para estudos futuros. Os resultados serdo comparados com as respostas que o (a) senhor (a)

respondeu.
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N&o ha beneficio direto para o (a) senhor (a). Com sua colaboragdo, poderemos saber se existia obstrugdo dos vasos de seu
familiar que pudessem ser responsaveis por provocar doengas. Os resultados que conseguiremos poderdo ajudar na
prevengdo de doengas do coragdo e dos vasos em muitas pessoas e com isso beneficiard a populagdo em geral.

N&o ha nenhum risco neste estudo e, além disso, este ndo atrasara a realizagdo da autdpsia.

IV- ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Qualquer duvida que o (a) senhor (a) tenha sera esclarecida pelo préprio médico responsavel pelo trabalho e os resultados
estardo disponiveis somente a (o) senhor (a). Se a (o) senhor (a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Av. Dr. Arnaldo, 455 — Instituto Oscar Freire — 12
andar —tel: 3061-8004, FAX: 3061-8004 — Email: cep.fmusp@hcnet.usp.br.

A qualqguer momento, se for sua vontade, o seu familiar podera ser retirado da pesquisa, sem qualquer prejuizo a
continuidade da autdpsia e todas as informacges obtidas serdo sigilosas. O (a) senhor (a) tera o direito de ser mantido
atualizado sobre os resultados da pesquisa. Ndo ha despesas pessoais para o (a) senhor (a) em qualquer fase do estudo.
Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA,
PARA CONTATO

O principal investigador é o Prof. Dr. Carlos Augusto Pasqualucci, que pode ser encontrado no enderego: Av. Dr. Arnaldo
455, Laboratério de Patologia Cardiovascular, Sala 1212, 12 andar, Jardim América - Sdo Paulo, SP, telefone: (011) 3061-3105.

V1. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador, ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Sdo Paulo, de de 201 . Horario do término:

Data / /

Assinatura do representante legal

Data / /

Assinatura da testemunha

Para casos de representantes legais analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido do representante legal para a
participagdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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ANEXO Ill. Termo de Outorga do Auxilio Regular a Pesquisa concedida pela
agéncia de fomento Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado de Sao
Paulo (FAPESP)

. 7] Para uso enchusivo da FAFESP
_-FAFESP Procesmoc 2013003352
Diata Impresclo; 120042043 154130
Fodra:
Volume:
Rubrica:

FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO
TERMO DE OUTORGA E ACEITACAC DE AUXILIOS
PROCESSO 2013/00335-2

Pelo presents instrumento, a Fundagio de Amparo 4 Pasquisa do Estado de 530 Paulo, com sede na Rua Pio
X, n® 1.500, Alto da Lapa, S3o0 Paulo, Capital, inscrita no CHPJMF sob n® 43,228 151/0001-45, doravanie
denominada OUTORGAMNTE, por meio de seu Conselho Tecnico-Administrativo, nos termos do Artigo 14, lefra

"b", da Lei Estadual n® 5818, d= 18 de outubro de 1960, concede ao OUTORGADD, a seguir qualificado,
Auxilio para a realizagio do Projeto de Pesquisa a seguir especificado, nas instalagies e com o apoic da
INSTITUIGAQ SEDE. de acordo com as especificagbes, cldusulas = condigdes descritas a seguir & nos Anexos,

Jue PESSAM A ser parie integrante deste Termno.

Claudia Kimie Suemoto
CPF: 271.850.708-90
RG: 240058612-55Pf5P

1.OUTORGADO:

Rua Ministro Godoi, 171 - apto 131, Perdizes, 530 Paulo/SP, CEF 05015000
cksuemotoi@usp.br
Faculdade de Medicina™M

2 Correspondéncia:

3 Instituigao Sede:

Universidade de S3o Paula/USP

ﬂESOCIAJ:;.E.EI ENTRE IhFLﬁMAJ:;.E.EI MO TECIDD ADIPOS0 EPICARDICO E
DOENCA ARTERIAL CORONARIANA: UM ESTUDO CLINICOPATOLOGICO

4 Projeto de Fesquisa:

5 Linha de Fomento: Programas Regulares [ Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa ! Projeto de

Pesquiza - Regular

&.Area/Subdrea: Medicina

Cutra Subarea Medicina
7.Coordenagao: Sande |
8 Penodo da Vigéncia: 01/05/2013 a 30VD42015

9 Relatorios Cientificos:

3V02014, 30052015

10.Prestagoes de Contas:

3V02014, 30052015
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ANEXO IV. Termo de Outorga da bolsa de mestrado, fluxo continuo, da

aluna Daniela

JFAPESP

Processo: 2013/12290-3
Dsta impresallo:  02/12/2013 13:39:37

Folha:
| ST )
Rubrica:
Termo de Outorga
Processo 2013/12290-3
O Conselho Técnico-Administrativo da Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo, doravante denominada OUTORGANTE,
usando das atribuicdes que the confere o Artigo 14, letra "b" da lei Estadual no 5.918, de 18 de outubro de 1960, e de acordo com as
especificacbes, cldusulas e condiges descritas a seguir e nos Anexos, que s&o parte integrante desde Termo, concede:
OUTORGADO Daniela Souza Farias
CPF; 389.463.498-30
Orlentador/Supervisor Claudia Kimie Suemolo
CPF: 271.656.768-99
Instituiglo Faculdade de MedicinaFM/USP
Linha de Fomento Programas Regulares / Bolsas / No Pais / Mestrado
Projeto ASSOCIAGAO ENTRE INFLAMAGAO NO TECIDO ADIPOSO
EPICARDICO E DOENGA ARTERIAL CORONARIANA: UM ESTUDO
CLINICOPATOLOGICO
Area Medicina
Grande Area Ciéncias da Saide
Sub-drea Outra Subdrea Medicina
Vigéncia 0110/2013 a 30/09/2015
e jBetatOrios Clontificos até 10/09/2014,10/10/2015
Ata de Defesa até 150172016
Prestagio de Contas até 10/09/2014, 1011 V2015
Observagbes
- Concessdo impromogéavel.
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ANEXO V. Entrevista Clinica Semiestruturada do Laboratério de
Fisiopatologia no Envelhecimento

ENTREVISTA CLINICA NPROT NSVO
Data da necropsia: ! I

Mome: Idade: DIN: { I
Sexo: Raga: ‘B MW P A Matural Proced: Estado Civil: 5 SOV DAL D Filhos:
Escolaridade: anos (A =d4a [ =8a | =12a =15a) Destro [ Canhoto
Profissdo: [ do lar [ doméstica [ outros

Situagao: [ Ainda trabalhava [ Aposentado a [ Ap porinvalidez a | Outro
Informante

Parentesco: Freq com o petes D 0S5 DM Cuidador primario: | sim [ nao [ MNA
Escolaridade do Informanie: Ciom quem residia:

Causa do Obito:
Como ocomeu o obito: || em casa || no hospital:

HPMA:

AP: [ Nega ou desconhece quakquer antecedente patologico
HAS O DM O DAC O ICC (TF ] Arritrriia 0 MP O WP OAC 0 IRC 0 DLP [ Hepatite [ Insuficiéncia Hepatica
AVCi T h prévio? Ha___ a—0 sem seqieda [ com sequela: [eognitiva Cmotora
ADVOP [ Reumnatismao [ Chren/ colite [ Gastrite [ Dist Tiredide [ Bronguite! Asma [ DPOC
AlDS [ Shilis Diowin 1 D Parkinson ©1 EM [ Epilepsia 0 TCE O Mewodermite 1 Alergias
Depressac [ Esquizofrenia O Mania [ TOC 1 Psoriase [ Neoplasias
Intermagso Psiquistica: Tentativa de suickio
TTOs antesiores: Clinicos: Cinirgicos:
Mao fazia tratamentol acompanhamento medico alualmente [ Munca foi ao medico: recusal sem acesso

Convénio [ SUS

5d demencial diagnosficada em vida: [nao [ _sim Ha a Etiologia:
Historia compativel com Sindrome demenciak [n3o [Isim
Imicio dos simtomas: - lento sdbito Cmemaoaria [ comportamentc  oufro
Curso: [ lento e progressive | rapido | evolugio em degraus || curso flutuante

Fungao anterior 4 morte

Acuidades visual e auditiva preservadas [ lacuidade visual Coculos Chipoacusia [pratese auditva
Denticdo preservada (uso de protese dentdria [ disfagia 0 SMG/SNE

Sedentario [ Atividade fisica: [ caminhada [ domestica [ outra Freq Jsem
Andava: [ sem auxilio [ com auxilio: [ pessoas [paredel maveis [lequipamentos auxiliares
Amputacies Lesdes cutaneas (oeras) Acamado

Independente (| Dependente | Tomava decisbes sozinho (| Nao tomava decisoes
Em que 'Sl‘t‘l.El]-E'S CONVIVIE CoMm mutas pessoas

FR: 11 Obesidade (P A IMC ) (1 Reposigio hormenal
Tabagismeo: [nao [ sim ancs/mago [parou Etilismao: [ ndo Nsocial Caleoolisme [ parou
Drogadigan: use/ abuso [ pamu
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Medicagies que usava: [Neusa: [ndofo prescrite  Ceontrole inadequade (1 NREF 1 NMED

Medicaghes: || Anthipertensivos (1 Hipoglicemiantes [ Hipolipemiantes (0 Insulina | AAS [ Cardiotdnicos (1 Diunéticos
Ca [ Antiinflamatorios: AINES/ Corticoides 1 Antiparkinsonianos: Levodopa! Staleve! Seleglina/ Rasagilina
Anticolinesterasicos: Rivastigmina/ Donepezill Galantaminal Outros:

Psicotropicos: BZDP NRLP Carbonato de Litio
Agido valprdico [ Carbamazepina [ Lamotriging [ Outros

Automedicagao:

AF: 1AM HAS DM Depressao: Deméncia: Derame:
Epilepsia ou convulsies, Retardo mental ou autisma: Sardez: Cegueirac
Desequilibrio: Tremornes: Fragueza muscular Parou de andar sem acidente;
Cancer Episodios de euforia/mania TOC [ Tentafiva de Sucidio:
Ortro:

Dutras Informagdes relevantes:

Ezscores das Escalas:
IQCODE: CDR: CDRSE: NPI: Katz: 1ADL: PARK:
SCID D: SCID M: TOC: ABIPEME:

COMSENSO DIAGNOSTICO
Drata: Presentes:

Diagndstico principal: | Sem comprometmento cogniive | COR 0.5 M+ COR0,5MD Ms © CDR 0.5 MD M-
DA D DOCL: Onstras:
Qwitros Diagnosticos: 0 AVE [ Depressao [ DP/Parkinsonisme [ Qutros

RCV-1 sem RCV O Alto RCW

Entrevista Conferida por em

Assinatura & Carimbo:
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ANEXO VI - Péster apresentado no Congresso da American Heart
Association, Scientific Sessions, em novembro 2015.

INFLAMMATION IN THE PERIVASCULAR ADIPOSE TISSUE IS ASSOCIATED WITH CORONARY ARTERY DISEASE:
AN AUTOPSY STUDY

Autnore: Danlsls Spuza Ferast:; Canos sugusto Pesqualucck; Alna Mishizawa™s; Lulz Femsndo Ferraz da $ivas; Famanda Marinho Campost; Keren Crigling Souza Slva:; Snderson
Cuglhot:; Rengta Paralzo Lettes; Renara Eloah de Lucena Farretil-Rebustinz4, Lea Tansnholz Grinbergs; Joas Marcedo Farfal:=; Wilaon Jacob Fline 25 Claudia Kimls Susmato?ss
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