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Resumo

Leite TFO. Expressdo dos niveis plasmaticos dos miRNA-181b, miRNA-21,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em pacientes com aneurisma de aorta
abdominal e suas relagbes com a evolucdo clinica apds tratamento
endovascular. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto. 2023.

Introducdo: O aneurisma de aorta abdominal (AAA) € uma importante causa de
morbimortalidade na populacédo idosa. O tratamento endovascular estd associado a
menor morbimortalidade que o tratamento convencional, no entanto necessita de
seguimento rigoroso com exames de imagem contrastados para confirmacédo da
exclusdo do saco aneurismético. Considerando que a formacdo de um aneurisma é
um processo multifatorial e complexo, envolvendo a remodelacdo destrutiva do
tecido conjuntivo em todo o segmento afetado da parede da aorta e que este
processo envolve inflamacédo cronica local, diminuicdo no ndmero de células do
musculo liso da tinica média, fragmentacédo da matriz extracelular da aorta e, ainda,
que um perfil de expressao aberrante de miRNAs tem sido associado a doencas
humanas, incluindo disfuncdo cardiovascular, propds-se entdo a realizacdo deste
estudo. Objetivos: Quantificar e avaliar a resposta da expressdo dos miRNAs,
MMPs e TIMPs a corre¢cdo endovascular de AAA com base em dosagens séricas no
seguimento de seis meses pés-operatério. Casuistica e Métodos: Foram recrutados
47 pacientes com AAA, sem outras doencas inflamatoérias associadas, atendidos no
Ambulatorio de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRPUSP), com indicagdo de tratamento endovascular, e 10 pacientes sem
comorbidades. Foram selecionados para estudo e dosagens séricas 0s miRNA-
181b, miRNA-21, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2. As expressdes dos miRNAs,
das MMPs e dos TIMPs foram realizadas pelos métodos de PCR em tempo real e
ELISA, respectivamente, apds extracdo do RNA das amostras de sangue total em
dois momentos, pré-operatdrio e apos seis meses de pos-operatério, e apenas uma
vez no grupo controle. Foram coletados dados de perfil demografico, seguimento
clinico e exames de imagem com angiotomografia no pré-operatérios e apds seis
meses. Resultados: Foi observada hiperexpressdo dos miRNA-181b, miRNA-21,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 no sangue total dos pacientes com AAA. O
tratamento endovascular desses pacientes resultou em diminuicdo das expressoes
dos miRNAs analisados, indicando que a exclusdo do saco aneurismatico altera as
expressdes desses marcadores. As MMPs e os TIMPs apresentaram aumento de
sua expressao apos seis meses de péds-operatorio em ambos 0s grupos, com e sem
vazamento. Adicionalmente, as expressdes dos miRNAs, MMPs e TIMPs néo
demonstraram correlacdo com o didmetro do aneurisma, bem como com os diversos
tipos de dispositivos utilizados para o tratamento endovascular dos AAA.
Conclusdes: A hiperexpressao dos miRNA-181b, miRNA-21, com sua reducao apos
o tratamento endovascular, pode sugerir a utilizacdo dessas moléculas como
potenciais biomarcadores no seguimento desses pacientes. Porém, os miRNAs,
MMPs e TIMPs ndo foram capazes de identificar possiveis vazamentos e nem
discrimina-los em subtipos. Novos estudos com maior nimero de casos devem ser
realizados para validar os dados obtidos no presente estudo.

Palavras-chave: Aneurisma de aorta abdominal. Correcdo endovascular de
aneurisma de aorta abdominal. microRNAs. Biomarcadores. Vazamentos.
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Abstract

Leite TFO. Expression of plasma levels of miRNA-181b, miRNA-21, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2in patients with abdominal aortic aneurysm and their
relationship with a clinical outcome after endovascular treatment. Thesis
(Doctorate) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo.
Ribeiréo Preto. 2023.

Introduction: Abdominal aortic aneurysm (AAA) is an important cause of morbidity
and mortality in the elderly population. Endovascular treatment is associated with
lower morbidity and mortality than conventional treatment, however, it requires a
rigorous follow-up with contrast imaging tests to confirm the aneurysmal sac
exclusion. Considering that the formation of an aneurysm is a complex multifactorial
process, involving the destructive remodeling of the connective tissue throughout the
affected segment of the aortic wall and that this process involves a chronic local
inflammation, a decrease in the number of smooth muscle cells of the media tunic,
and fragmentation of the extracellular matrix of the aorta and although an aberrant
expression profile of mMiRNAs has been associated with human diseases, including
cardiovascular dysfunction, it was proposed to carry out this study involving this
whole process. The main objective was to quantify and evaluate miRNA expression
response to endovascular correction of abdominal aortic aneurysm based on serum
dosages at the six-month follow-up. Casuistic and Methods: We recruited 47
consecutive patients with AAA without other associated inflammatory diseases from
the Ambulatory of Vascular and Endovascular Surgery of the HCFMRPUSP with
indication of endovascular treatment and 10 patients without comorbidities. The
MiRNA-181b, miRNA-21, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 were selected for study
and serum dosages. The differential expression of the miRNAs was performed by the
real-time PCR method and ELISA, after extraction of RNA from the whole blood
samples at two moments, preoperatively and after 6 months of follow-up and only
once in the control group. Demographic profile, clinical follow-up and imaging
examinations with angiotomography performed in the preoperative period and after 6
months were collected. Results: Overexpression of miRNA-181b, miRNA-21, MMP-
2, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 was observed in the whole blood of patients with
AAA. Endovascular treatment of patients with AAA resulted in decreased expression
of the studied miRNASs, indicating that exclusion of the aneurysmal sac alters the
expression of these markers. MMPs and TIMPs showed an increase in their
expression after six months postoperatively in both groups, with and without leakage.
Additionally, the expressions of miRNAs, MMPs and TIMPs did not correlate with the
diameter of the aneurysm or with the different types of devices used for the
endovascular treatment of AAA. Conclusions: The overexpression of miRNA-181Db,
MiRNA-21 with its reduction after endovascular treatment, may suggest the use of
these molecules as potential biomarkers in the follow-up of these patients. However,
mMiRNAs, MMPs and TIMPs were not able to identify possible leaks or discriminate
them into subtypes. New studies with a larger number of cases should be carried out
with the aim of validating the data obtained.

Keywords: Abdominal aortic aneurysm. Endovascular correction of abdominal aortic
aneurysm. microRNAs. Biomarkers. Endoleaks.
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A formacéo dos aneurismas inclui processos degenerativos como a regulacao
positiva das vias proteoliticas, inflamacédo e perda da matriz da parede arterial.! E
mais comum em homens do que em mulheres, com taxas de prevaléncia estimadas
entre 1,3% e 8,9% em homens e entre 1% e 2% em mulheres.? A maioria dos
diagnosticos € acidental e tem se observado aumento em fung¢do do incentivo ao
screening na populacado de risco. Como a maioria dos aneurismas € assintomatica, a
complicacdo mais temida é a ruptura com taxa de mortalidade de 80%.3

O dUdnico tratamento definitivo do aneurisma é a cirurgia, sendo o reparo
cirdrgico tradicional, a substituicdo do segmento aneurismatico por um enxerto
tubular através da abertura da cavidade abdominal. Como op¢do menos invasiva, a
técnica endovascular, tem ganhado espaco no tratamento definitivo do aneurisma,
porém ainda existem restrices consideraveis, sobretudo para casos complexos.*

A corregdo endovascular dos AAA modificou radicalmente o tratamento dessa
doenca. Por outro lado, os beneficios dessa técnica a longo prazo, particularmente
em relacdo a sua durabilidade e ao tempo livre de reintervencao, continuam uma
constante discussdo.® A mais temida complicagcdo pés-reparo endovascular (EVAR)
€ a rotura do aneurisma, podendo ocorrer como consequéncia de vazamentos
(endoleaks).®

Diante da obrigacdo de vigilancia dos pacientes submetidos ao tratamento
endovascular, ha necessidade de se desenvolverem métodos néo invasivos, a fim
de identificar os endoleaks e indicar intervencao precoce. Atualmente, os exames de
vigilancia ainda s&do dependentes do diagndstico imagiolégico do meédico
observador, bem como da plataforma de analise e mensuracdo do exame.
Marcadores biolégicos parecem ser promissores e capazes de evitar esse viés, com
a enorme vantagem de serem uma Op¢ao minimamente invasiva e com possiveis
resultados satisfatorios. Dessa forma, o cerne seria identificar marcadores biolégicos
capazes de rastrear endoleaks.”?

Existe interesse crescente na identificacdo de fatores genéticos e
epigenéticos que contribuem para a patogénese do aneurisma e do endoleak, pois
isso pode permitir triagem mais direcionada e facilitar o desenvolvimento de

tratamentos para limitar o crescimento dos aneurismas e dos endoleaks.®
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MicroRNAs (miRNA) s&do pequenos RNAs (Acido ribonucleico) (20-23
nucleotideos), que ndo sao traduzidos em proteinas, mas influenciam na
estabilidade e traducdo de RNAs mensageiros (MRNAS) e regulam a expressao de
seus genes-alvo em nivel pés-transcricional.'! Os microRNAs podem ser detectados
no tecido ou no sangue circulante e sdo notavelmente estiveis durante o
armazenamento, tornando-os potencialmente marcadores ideais de diagndstico ou
prognostico.? Estima-se que os miRNAs regulam a expressdo de aproximadamente
60% de todos os genes codificadores de proteinas. Milhares de sequéncias de
mMiRNAs humanos foram catalogadas e demonstrado que sua expresséo tinha
exclusividade em certos tecidos em estagios particulares de desenvolvimento e,
portanto, € promissora como alvos potenciais para novos diagnésticos e terapias
medicamentosas.314

As metaloproteinases de matriz (MMP) constituem uma familia de enzimas
com atividade proteolitica relacionada geneticamente e cuja atividade é dependente
de zinco. Diferem entre si, estruturalmente, e em sua habilidade em degradar um
grupo particular de proteinas da matriz extracelular, sendo que, juntas, podem
degradar todos os seus componentes protéicos.’® O tecido aneurismatico é
caracterizado pela elevacdo da atividade elastolitica e colagenolitica causada pelo
aumento da producao de enzimas proteoliticas quando comparado ao tecido adrtico
normal.

A expressao e atividade das MMPs séo controladas pelos inibidores de tecido
fisiolégico endégeno dessas MMPs, contribuindo para a manutencdo do equilibrio
metabdlico e estrutural da matriz extracelular. Acredita-se que a alteracdo da
homeostasia entre MMPs e seus inibidores seja responsavel pela degradacgéo
elastica excessiva observada em AAA .16

Dessa forma, o presente estudo foi motivado pela necessidade de rastrear
marcadores plasmaticos, mediante pesquisa com miRNA, MMPs e seus inibidores,
bem como avaliar o comportamento desses marcadores inflamatérios apds o

tratamento endovascular.
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2.1 Aneurisma de aorta abdominal

O AAA é uma dilatacado permanente com diametro transversal maior que 3 cm
ou com dilatacdo de 1,5 a 2,0 vezes o tamanho normal para o diametro aortico
adjacente. A aorta abdominal infrarrenal € a localizacdo mais frequente de dilatacao
aneurismatica.l’” Embora o risco de ruptura do AAA seja significativo em grandes
didametros, estima-se que a taxa de ruptura é de aproximadamente 10 e 30%/ano,
55-69 mm e 70 mm, respectivamente.®

A fisiopatologia dos AAAs é complexa e multifatorial, incluindo genética,
fatores ambientais, hemodindmicos e imunoldgicos.®®* Em nivel histolégico,
inflamacé&o, apoptose das células do musculo liso vascular, degradacdo da matriz
extracelular e estresse oxidativo estdo relacionados ao seu desenvolvimento e sua
progressdo. Além disso, a autoimunidade também pode desempenhar importante
papel nesse processo.’

O AAA é uma doenca degenerativa das camadas arteriais com histéria natural
de dilatacdo progressiva e ruptura com mortalidade de 70% antes de chegarem ao
hospital e, entre aqueles que chegam ao hospital 50% vao a 6bito. A taxa de
mortalidade total € 80%.%° Das dimensdes do aneurisma que podem ser analisadas,
o diametro € o principal aspecto anatdémico para previsao clinica de risco de
ruptura.t®

Os dados citados acima mostram quéo importante é a deteccéo precoce de
AAA. Programas de screening com ultrassonografia com Doppler mostraram que
essa triagem realizada em homens entre 65 e 74 anos de idade permite intervencéo

precoce, reduzindo a mortalidade por ruptura.t®2°

2.1.1 Prevaléncia

A prevaléncia de AAA depende da idade da populagédo estudada, que varia
entre 1,4 e 12,4%.2° Para aqueles com mais de 65 anos de idade, a prevaléncia de
aneurismas é de aproximadamente 5% a 6% nos homens e 1% a 2% nas
mulheres.2%22 Existem indica¢Ges para o declinio na incidéncia da doenca em

idosos do sexo masculino, fendbmeno que, presumivelmente, reflete mudancgas no



Revisdo de Literatura | 29

comportamento de fumar das décadas passadas.?? No entanto, embora essa nocdo
possa ser verdade para os homens, o aumento na prevaléncia de aneurismas foi
relatado em mulheres?3. Além disso, esse aparente declinio ndo é universal, as
mudancas no comportamento do tabagismo ndo s&do uniformemente distribuidas
geograficamente e a prevaléncia do tabagismo estd realmente aumentando nas
sociedades ndo-ocidentais. Finalmente, ndo se pode excluir, que o declinio na
prevaléncia de AAA reflete o nadir temporal relacionado com aumento em anos de
vida saudavel e longevidade. Diante desse cenario, o pico de incidéncia de AAA

poderia mudar para uma idade mais avancada.'®

2.1.2 Incidéncia

Enquanto em 2005 cerca de 134000 pessoas morreram em todo o mundo
devido ao AAA, este nimero aumentou para 168000 em 2015. Assim, em apenas 10
anos, o nimero de pessoas que morreram por essa doenga aumentou em quase
25%.1°9:2425 Dentre os fatores que aumentam o risco de doenca destacam-se idade
avancada, sexo masculino, tabagismo, hipertensdo, aterosclerose e defeitos

genéticos.1926:27

2.1.3 Fatores de risco para AAA

2.1.3.1 Sexo

Doencgas cardiovasculares sdao mais comuns em homens do que mulheres,
embora seja a principal causa de morte no género feminino. A prevaléncia de AAA é
seis vezes maior em homens do que em mulheres, ou seja, 1,3% em mulheres e
7,6% em homens. Essa prevaléncia se torna elevada, 8,3%, quando h& historia
familiar, o que torna vantajoso o0 screening adequado em mulheres para evitar
rupturas. Nao ha evidéncias fortes para sugerir que a taxa de crescimento do
aneurisma seja diferente em homens e mulheres. Embora um Unico pequeno estudo
tenha sugerido que o sexo feminino era um preditor independente da taxa de
crescimento, a magnitude da diferenca foi de apenas 0,7 mm por ano.?®2% Para
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determinado didmetro, o risco de ruptura nas mulheres € quatro vezes maior do que
nos homens (taxa de risco de 4,0; IC95%, 2,0 a 7,9) com risco anual de ruptura de
3,9% em mulheres com aneurismas de 5,0 a 5,9 cm enquanto no homem é de 1%, e
o tempo de ruptura € menor nas mulheres do que nos homens.?8-31

O estrogénio endogeno parece conferir protecdo contra doencas
cardiovasculares em mulheres na pré-menopausa. Infelizmente, adiar a menopausa
com o tratamento hormonal ndo reduz o risco de doenca cardiaca coronaria. O inicio
tardio de AAA em mulheres sugere que os estrogenos também podem desempenhar
importante papel na redugdo da prevaléncia da doenga. Em ratos, demonstrou-se
que os estrogénios diminuem a proporcdo de colageno/elastina, enquanto a
testosterona aumenta a proporcéo de colageno. Isso, provavelmente, contribui para
a menor rigidez adrtica observada em mulheres. Varios modelos animais apoiam um
possivel papel do estrogénio na protecdo contra AAA.?282° Nas aortas femininas,
houve menor destruicdo da camada meédia da aorta, menor niumero de infiltracéo de
macréfagos e niveis mais baixos de MMP-9, a protease essencial no AAA 3233

Além disso, um estudo de base populacional destacou a possibilidade de que,
nos Estados Unidos, o tabagismo seja um fator de risco mais potente para AAA em
mulheres do que em homens, enquanto a hipertensdo é um fator de risco apenas
em homens.3*

As mulheres submetidas a cirurgia aberta eletiva para AAA sdo, em média,
dois anos mais velhas que os homens. Alguns estudos de base populacional
descobriram que a fatalidade dos casos apos a cirurgia eletiva é 35% a 50% maior
nas mulheres do que nos homens, embora outros estudos nédo tenham encontrado a
diferenca. No entanto, as taxas de fatalidade, endoleak interno e reintervencéo tardia

sdo semelhantes para homens e mulheres.3®

2.1.3.2 Historia familiar

Clifton, em 1977, relatou pela primeira vez um possivel componente genético
da doenca do aneurisma quando descreveu uma familia em que trés irmaos foram
todos afetados pelo AAA.3® Ha descricdo na literatura de que, histéria familiar
positiva de AAA em parente de primeiro grau aumenta o risco em até um fator de
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dez.3” Desde entdo, muitos estudos familiares foram realizados na tentativa de
estabelecer um vinculo genético.

Como o processo inflamatério tem sido cada vez mais implicado no
desenvolvimento de AAA, varios autores comecaram a investigar genes
inflamatoérios especificos, geralmente aqueles que codificam proteinas-chave na
cascata de citocinas. Essa abordagem de gene candidato pode fornecer
informacdes sobre a suscetibilidade individual e também aprimorar a compreensao
dos processos envolvidos na formacdo de aneurismas de aorta.3’

Existem diferentes teorias que podem explicar isso. Em primeiro lugar, é
provavel que as familias sdo expostas a fatores ambientais e socioeconémicos
semelhantes, como habitos de fumar, regimes alimentares e de exercicio, que
podem aumentar o risco de AAA por desenvolvimento de doencas ateroscleréticas.®’

As vias citocinas sédo extremamente complexas e a regulacdo dessa cascata
inflamatoéria pode estar subjacente ao desenvolvimento de AAA. Muitos dos genes
de citocinas contém proteinas polimérficas loci e, embora associagfes significativas
tenham sido encontradas entre certos polimorfismos genéticos e AAA, é improvavel
que um U(nico gene emerja como fator critico. E provavel que o verdadeiro
mecanismo subjacente a formacdo do aneurisma envolva a interacdo entre
predisposicdo genética e fenétipo.3’

O entendimento do mecanismo genético do AAA proporcionara maior
compreensao da fisiopatologia e potencial meta de intervencédo terapéutica para

modular a resposta inflamatoria.

2.1.3.3 Tabagismo

O tabagismo & um forte fator de risco modificavel mais importante para AAA.
A duracado do tabagismo e o numero diario de cigarros estdo também associados a
maior risco, com associacdo dose-dependente.’* A relacdo dose-dependente é
clara, com riscos relativos de trés, cinco e sete para fumantes atuais com menos de
um maco/dia, entre um e dois macos/dia e trés ou mais magos/dia, respectivamente.
O tabagismo de trés ou mais macos/dia foi o fator de risco mais forte para AAA (risco
relativo = 6,6), seguido pela idade de 65 anos, ou mais (risco relativo = 6).38



Revisdo de Literatura | 32

Apesar da prevaléncia decrescente de fumantes, ao longo do tempo, as
mulheres estdo comegando a fumar em idade mais jovem e por mais tempo. Além
disso, o numero de ex-fumantes aumentou significativamente nos ultimos 50 anos.
Todos esses atributos podem levar ao aumento das taxas de AAA %

A nicotina, um dos principais componentes da fumaca do cigarro, ativa a
AMPK em célula muscular lisa vascular (VSMC) e a AMPKa2 fosforila AP-2a na
serina, resultando em expressao aberrante de MMP-2 e consequente formacao de
AAA. Em estudos experimentais com camundongos com infusdo de nicotina houve
aumento das concentracoes de MMP-2 e MMP-9 na formacdo de AAA. A expressao
de MMP-2 aumentou significativamente em camundongos ApoE -/ - e ApoE -/ -/
AMPKa1 - / - infundidos com nicotina. A expressdo da proteina MMP-9 também
aumentou apos infusdo de nicotina, mas em menor grau do que o de MMP-2. Em
contraste, os camundongos ApoE - / - / AMPKa2 - / - exibiram MMP-2 em menor
concentracéo apos infusdo de nicotina.3%42

O tabagismo leva ao aumento da expressdo genética da 5-lipoxigenase no
tecido aortico, e esta desempenha papel de destaque na ativacdo da MMP-2 e
consequente formacdo de aneurismas. A hiperatividade localizada da MMP pode
levar ao enfraquecimento focal da parede do aneurisma e a ruptura em niveis

relativamente baixos de presséo intraluminal.*3

2.1.3.4 Doenga pulmonar obstrutiva crénica

Em 1985, identificou-se, pela primeira vez, o grau de doencga pulmonar
obstrutiva crénica como um dos fatores de risco associados a ruptura de AAA em
pacientes inicialmente selecionados para tratamento ndo cirlrgico.** O AAA esta
associado a doenca pulmonar obstrutiva cronica com taxa de prevaléncia de 6,1%.4°
Essas duas entidades patologicas sédo, provavelmente, multifatoriais; e as alteracoes
genotipicas podem ter expressdo de fenétipo diferente devido a varios fatores
ambientais e demograficos, como idade, profissao, hipertenséo, tabagismo e muitos
outros.46:47

Uma resposta pro-inflamatoria persistente associada a protedlise e ao
excesso de remodelamento da matriz é uma das bases fisiopatoldgicas do AAA e
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doenca pulmonar obstrutiva cronica. Associado a isso, inflamagé&o cronica das vias
aéreas e destruicdo da parede alveolar, caracterizada pelo aumento do niumero de
macrofagos alveolares, neutrdfilos e linfocitos T citotoxicos, interleucina (IL)-6, IL-8, e
a liberacdo de multiplos mediadores inflamatorios aproximam essas duas entidades
patologicas. O alto nivel de estresse oxidativo pode amplificar essa inflamagéo, bem

como a elastdlise e enzimas elastoliticas, incluindo proteases, catepsinas e MMPs.4>
48

2.1.3.5 Niveis lipidicos elevados

A hiperlipidemia plasmatica e reconhecida como um dos fatores de risco para
0 aparecimento de AAA. Analise molecular lipidica por espectrometria de massa de
imagem tem revelado o envolvimento do metabolismo lipidico e acumulo lipidico
anormal na vasa vasorum da camada adventicia na patogénese da doenca.*®

A presenca de cristais de colesterol na parede da aorta abdominal promove a
dilatacédo e o crescimento do AAA, induzindo a morte das células musculares lisas e
resposta inflamatoria imune. Estudos experimentais levantaram a hipotese de que a
injecdo de HDL (Lipoproteina de alta densidade) reconstituida, consistindo em apoA-
| nativa e fosfolipidios, ou o peptideo mimético apoA-l1 D4F tem potencial para reduzir
o AAA a partir do efluxo de colesterol de macréfagos.®%%t As funcdes protetoras
cardiovasculares do HDL incluem o transporte reverso de colesterol, bem como
antioxidantes, anti-inflamatérios e antiapoptoticos e efeitos antitromboticos.5?

Estudos in vitro relataram uma inversa associacao entre o uso de estatinas e
a atividade da MMP-9. Além disso, 0s ensaios clinicos mostraram que o uso de
estatina retarda o crescimento aneurismatico. Esses achados podem potencialmente
apoiar o caminho entre os niveis lipidicos e o risco de AAA, além das estatinas

promoverem a reducéo inflamatéria da parede da aorta.>3

2.1.3.6 Obesidade

A obesidade, especialmente a deposicao adiposa abdominal, é um fator de

risco para mortalidade cardiovascular. Virtualmente, todas as artérias sao
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circundadas por tecido adiposo. Esse tecido perivascular pode ser fonte de citocinas
inflamatodrias contribuindo para uma forte associacdo entre doenca vascular e
obesidade.>*5% E umas das variaveis da sindrome metabdlica, incluindo resisténcia a
insulina, hipertensédo e dislipidemia, ou seja, fatores de risco para a formacao de
AAA.5*5%5; qumenta a infiltracdo de macréfagos e a expresséo de citocinas no tecido
adiposo periaortico. N&do esta claro se as células inflamatérias entram na parede
vascular pela camada intima ou pelos espacos periadventicias. Interessante que o
aumento da concentracdo de angiotensina Il potencializa a infiltracdo de macréfagos
e células inflamatdrias para a parede vascular. Consequentemente, como uma das
bases da fisiopatologia do AAA é a inflamacdo cronica, a obesidade, que é um

desarranjo inflamatério crénico, pode contribuir para o desenvolvimento de AAA.5*55

2.1.3.7 Diabetes

Diabetes mellitus € um forte fator de risco cardiovascular; entretanto, varios
estudos epidemioldgicos confirmaram a existéncia de relacdo negativa entre
diabetes e presenca de AAA, crescimento e ruptura. As artérias de pacientes
diabéticos geralmente sdo mais rigidas e calcificadas. No entanto, o aumento da
calcificacdo da parede do vaso, isoladamente, ndo parece explicar a taxa reduzida
de expanséo adrtica observada em pacientes diabéticos.

A hiperglicemia cronica esta associada ao enrijecimento da parede dos vasos,
ao progressivo aumento da matriz extracelular devido a reducédo da degradacéo e
aumento da sintese de colageno e elastina da matriz extracelular, bem como
reducdo da expressdo de MMPs. Além disso, a hiperglicemia pode aumentar os
niveis de inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1), que diminui a expressao
da plasmina e, consequentemente, de MMPs. E finalmente, a hiperglicemia atua no
eixo inflamatorio, reduzindo a ativacdo mondcito-macrofago e peptideo C mediado.
Dessa forma, essa complexidade de cadeias reacionais da hiperglicemia crbnica
pode exercer papel negativo no desenvolvimento de AAA.56

Explicacbes plausiveis para a associacdo negativa entre diabetes e AAA
podem ser encontradas ao se analisar a matriz extracelular. O excesso de matriz

nos vasos é uma caracteristica de diabetes, enquanto a perda de matriz é



Revisdo de Literatura | 35

observada nas paredes de aortas aneurismaticas. Estudos com ratos diabéticos
demonstraram tendéncia de aumento de colageno e elastina, dois dos principais
elementos da matriz extracelular nas paredes da aorta. Além disso, estudos in vitro
mostraram que altas concentracdes de glicose resultam em aumento da sintese de
colageno.” Seria de se esperar que a inflamacdo adrtica induzida por diabetes
levaria a formacdo de aneurisma nesses pacientes. Isso pode explicar o achado
oposto, que é relacionado a diferenca na resposta inflamatoéria de patogénese do
AAA em comparacdo com a aterosclerose oclusiva. Pode haver alteracbes na
interacdo entre a matriz extracelular e as células inflamatérias no diabetes.
Mudangas conformacionais da matriz induzidas pela glicagdo podem suprimir
quaisquer sinais pro-inflamatorios que resultariam da estimulacdo de células
inflamatorias. Isto pode limitar a inflamacdo do ateroma intimal, promovendo
complicagbes oclusivas do ateroma, mas protegendo a camada média de
degradacéo e consequente dilatacdo vascular.®’

2.1.3.8 Hipertenséo

A hipertensdo esta associada positivamente a presenca de AAA. A
angiotensina Il causa disfuncao vascular, proliferacéo, hipertrofia celular do musculo
liso e degradacdo da matriz extracelular devido ao aumento do estresse oxidativo,
provoca também aumento da producdo de superdoxido e H202, que promovem
aumento da expressdao de MMPs implicados na degradacéo da matriz extracelular,
que é importante na patogénese do AAA.%8

Os principais determinantes fisiol6gicos da rigidez das grandes artérias sdo 0s
elementos estruturais da parede arterial, tdnus do musculo liso e a presséo arterial
meédia. Entre as varias proteinas estruturais, a elastina fornece o principal elemento
elastico das artérias. Embora a elastina ja tenha sido considerada inerte, varias
células da parede arterial sdo conhecidas por restaurar a elastina, mesmo em
adultos. A elastina também é suscetivel a degradacdo e a composicdo de
aminoacidos da elastina arterial muda com a idade. Juntos, sugerem que a elastina

arterial é realmente transformada, embora com meia-vida longa. Curiosamente, uma
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série de enzimas, como serina proteases e varios membros da MMP, incluindo
MMP-9 e MMP-2, sdo capazes de quebrar a elastina.>®

O aumento da atividade da elastase sérica esta associado a aterosclerose e
ao aumento do risco de doenca cardiovascular. Mais especificamente, a MMP-9 e
MMP-2 desempenham importante papel na remodelacdo vascular. O aumento da
atividade de MMP-9 e MMP-2 esta associado a destruicdo das laminas elasticas das
artérias e a formacdo de aneurismas em animais e humanos.*® Dessa forma, o
estresse hemodinamico e oxidativo estimulam a producéo de enzimas que danificam
a matriz extracelular e apoptose das células musculares lisas, contribuindo para a
formacédo de AAA .50

2.1.3.9 Aterosclerose

Existem evidéncias de que doenca arterial periférica e AAA afetam camadas
distintas da parede arterial: a aterosclerose afeta, principalmente, a intima e média,
enquanto o AAA normalmente afeta, a média e a adventicia. Além disso, ainda nao
esta claro por que algumas pessoas desenvolvem AAA, enquanto outros
desenvolvem doenca arterial periférica, apesar das semelhancas em seus perfis de
risco cardiovascular.5!

A aterosclerose e a disfuncdo vascular aumentam com a idade devido a
diminuicdo da complacéncia vascular, angiogénese e propriedades antitromboticas
endoteliais e aumento da inflamacéao devido a senescéncia do endotélio vascular. A
hipercolesterolemia facilita a infiltracdo inflamatoria de células e aumenta a
expressdo e secrecdo de enzimas proteoliticas, como MMPs e elastina, que
guebram o colageno, facilitando a progressdao do aneurisma e enfraquecendo a
matriz extracelular da aorta.'6?

Estudos experimentais com animais mostraram que os AAA se formam a
partir da exposicdo prolongada a condi¢cdes aterogénicas refletidas pela placa
aterosclerotica aodrtica. As placas ateroscleroticas na parede aolrtica promovem
expansao das placas, dilatacdo e enfraquecimento simultaneo das paredes da aorta
gue suportam a tensao mural. Autores relataram que a aterosclerose, embora ocorra

inicialmente na intima, promove a dilatacdo da tunica média e adventicia que, por
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sua vez, agrava a obstrugdo luminal e promove a vascularizagéo e remodelagéo por
meio de disturbio na sintese e degradacédo das proteinas da matriz.6%-64

Ha varias citocinas proé-inflamatérias importantes que explicam o papel da
aterosclerose na formacdo do AAA, estimulando a expressdo de moléculas de
adesdo e MMPs. Uma dessas citocinas, o TNF-a (fator de necrose tumoral alfa),
esta envolvido na ativacdo da proteina mitogénica da cascata Kinase, levando a
migracdo e proliferacdo vascular da célula muscular lisa, estimulando o processo
inflamatério com liberacédo de TNF-a, IL-6, IL-1B € MMPs.5°

2.1.3.10 Defeitos genéticos

Influéncia genética tem sido demonstrada para AAA, com hereditariedade de
até 77%. Foram identificados genes/loci, como por exemplo: SMYD2 (polimorfismo
de nucleotideo Unico superior [SNP] rs1795061), LINC00540 (rs9316871), PCIF1 /
MMP9 / ZNF335 (rs3827066) e ERG (rs2836411). Embora essa pesquisa tenha
apresentado resultado com valor-p significativo, € importante replicar essas novas
descobertas em populacées independentes e em dados prospectivos. 5667

Além dos defeitos genéticos, ha condi¢cdes sindrbmicas que causam risco
aumentado de AAA, algumas ja bem descritas ha décadas. Normalmente, os
aneurismas sindrémicos estdo ligados a disfuncédo da matriz extracelular, células do
musculo liso ou sinalizacdo de TGF-B. Embora varias outras patologias estejam
frequentemente presentes, simultaneamente, nesses casos sindrOmicos, a mais
grave € tipicamente vascular, pois o enfraquecimento da parede da aorta pode
causar dilatacdo, disseccdo e possivel ruptura da mesma. As principais sindromes
que apresentam relacdo com alteracdo estrutural da parede da aorta sdo: Sindrome
de Marfan, Sindrome de Loeys-Dietz e Sindrome de Ehlers-Danlos, com mutag¢des
dos genes da fibrilina-1, fator de crescimento transformador 3 receptor | e Il e
colageno tipo 3, respectivamente.57:68

A elucidacdo genética pode oferecer melhores perspectivas para a
identificacdo de terapias eficazes e com base biolégica, ou seja, vinculando

mutacdes especificas do paciente a fenotipos bem definidos.
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2.2 Mecanismos celulares e moleculares na formacao dos AAAs

2.2.1 Células inflamatorias

A parede adrtica € composta de trés camadas: a intima, média e adventicia.
As células musculares lisas da camada média com proteinas estruturais da matriz
extracelular, principalmente colageno e elastina, sdo responsaveis pela manutencao
da estrutura e funcdo da aorta. Durante o desenvolvimento do aneurisma, a
integridade dessas camadas e componentes da proteina é interrompida. A
degradacdo da matriz extracelular € uma das caracteristicas dos AAA, mas 0s
mecanismos subjacentes a esse processo sdo incompletos.®

A célula do musculo liso vascular € a principal célula intrinseca da parede
aortica e é capaz de sintese de matriz, producdo de protease ou producdo do
inibidor de protease e recrutamento de células inflamatérias. Como tal, é capaz de
exercer influéncia fundamental na homeostase da matriz adrtica. O efeito dessas
células no desenvolvimento e crescimento dos AAAs pode estar relacionado a perda
da capacidade sintética devido a apoptose.’®

Nos estégios iniciais dos AAAs, o aumento do conteddo de colageno é
desproporcionalmente maior que o de elastina. Este fendmeno reflete 0 aumento da
ruptura da elastina por elastases, a producdo insuficiente de elastina por
esgotamento de células musculares lisas, tensdo de cisalhamento acelerada da
parede e o acumulo compensatério de colageno. A medida que a massa de
colageno e a circunferéncia aértica aumentam, as fibras elasticas se dispersam para
uma area maior e a elastina ndo consegue compensar a carga hemodinamica
elevada. Todas essas mudancas resultam no aumento lento do diametro aértico.’*

Ha contribuicdes de diferentes tipos de células inflamatdrias na fisiopatologia
do AAA. A apoptose de células musculares lisas e degeneracdo da camada média
da aorta tém sido registradas como marcas desta patologia. Inflamacé&o, producéo
de espécies reativas de oxigénio e estresse da parede aortica foram associados a
apoptose de células musculares lisas em AAA. Essa perda de integridade estrutural
é fundamental para a dilatag&o e ruptura da aorta. E interessante que a maioria dos
AAA ocorrem abaixo do nivel das artérias renais, o que pode refletir as diferentes
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origens embriologicas das células do musculo liso vascular na aorta abdominal
distal, onde o mesoderma d& origem as células do musculo liso vascular da aorta,
enquanto que na aorta toracica as ceélulas musculares lisas surgem da crista
neural.4°

Além das células do musculo liso vascular da média, outros tipos de células
estdo envolvidos na formacdo dos AAA, incluindo células endoteliais, neutrdfilos,
mondcitos, macréfagos, linfécitos, adipécitos, mastdcitos e plaquetas.*°

O tipo celular mais comum na biologia molecular dos aneurismas sdo 0s
macréfagos. A infiltracdo de macrofagos do AAA € um dos achados patolégicos mais
consistentes devido a producdo de MMPs, citocinas e quimiocinas, bem como sua
capacidade de remover residuos celulares. Curiosamente, devido a sua capacidade
de expressar diferentes fenétipos abrangendo funcdes inflamatérias e reparativas,
0s macrofagos participam tanto da patogénese quanto da resposta de reparo do
AAA. Isso pode ocorrer por meio da via classica das citocinas ou por mecanismos
mais novos. Os macréfagos podem influenciar diretamente a funcdo das células
musculares lisas por meio de netrina-1 derivada de macréfagos (conhecida por
promover a retencdo de macrofagos nos tecidos), conforme evidenciado pela
descoberta de que a delecdo de netrina-1 resulta em reducéo da formacéao de AAA
por meio de um mecanismo dependente de MMP-3.40

Em um modelo animal com AAA induzido pela aplicacao periaértica de cloreto
calcio observou-se acumulo de macréfagos na adventicia. Esse recurso também foi
significativo em AAA de ratos induzidos por elastase. Em ratos infundidos com
Angiotensina Il, a infiltragdo de macréfagos na camada média da aorta foi uma das
caracteristicas iniciais do desenvolvimento dos AAA, e o acumulo de macrofagos na

adventicia foi identificado em estagios mais avancados de AAA.”? (Figura 1)
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Figura 1- Histopatogénese AAA
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2.2.2 Metaloproteinases

As MMPs sao uma familia de endopeptidases em constante expansdo (25

identificadas até o momento em vertebrados, 23 das quais encontradas em

humanos), com atividade proteolitica em relacdo a um ou mais componentes da

matriz extracelular.”® Cada membro da familia MMP possui estrutura de cinco

dominios que consistem em: o dominio de sinal, o prodominio, o sitio catalitico, a

regido de dobradica e o dominio semelhante a hemopexina. Com base na

especificidade do substrato, as MMPs sao categorizadas em seis grupos:
1. Colagenases (MMP-1,8,13,18)
2. Gelatinases (MMP-2,9)
3. Estromelisinas (MMP-3,10,11)
4. Matilisinas (MMP-7,26)
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5. MMPs do tipo membrana (MT-MMPSs)
6. Outras MMPs (MMP-12,19,20)

Quase todos os tipos de células vasculares, como as endoteliais e
musculares lisas e os fibroblastos adventicios secretam MMPs em condi¢cbes
normais. Macrofagos e linfécitos constituem fontes adicionais no estado
patoldgico.”t 73

As MMPs sédo, também, uma familia de metaloendopeptidases dependentes
de zinco que funcionam na renovacédo de componentes da matriz extracelular. As
MMPs elastoliticas implicadas em AAA sdo: MMP-2 (gelatinase A, de 72 kDa) e
MMP-9 (gelatinase B, 92-kDa), produtos das células mesenquimais e macrofagos,
respectivamente. In vivo, as MMPs podem se ligar a matriz extracelular, e ambas
MMP-2 e MMP-9 contém dominio semelhante a fibronectina que medeia sua ligacéo
ao substrato.”

O infiltrado inflamatério no AAA € composto de linfécitos e macroéfagos.
Acredita-se que essas células imunes desempenhem papel etiolégico por meio de
sua capacidade de produzir citocinas que induzem células mesenquimais residentes
a produzir MMPs. As citocinas pré-inflamatérias secretadas pelos macrofagos
aumentam a producéo de MMP liberadas pelas células do musculo liso vascular.’

O equilibrio entre sintese e degradacéo das proteinas da matriz extracelular
esta alterado no AAA. Além disso, a importancia da perda da matriz extracelular na
patogénese da dilatacéo e ruptura arterial foi sugerida por estudos in vitro e in vivo.
Busuttil et al.”> estiveram entre os primeiros a observar aumento na atividade de
proteases que degradam o colageno e a elastina na parede dos AAA. O aumento da
atividade proteolitica pode ser devido a superexpressao das enzimas ou regulacao
negativa de seus inibidores, particularmente dos tecidos inibidores de MMPs.”® Em
sintese, a formacdo do AAA é uma superproducdo de MMPs de VSMCs na camada
média causando perda de elastina. A fibrose compensatéria aumenta o contetdo de
colageno gerando uma parede arterial menos complacente e rigida. Mais tarde, isso
desencadeia a inflamacao, causando a entrada de macrofagos que podem produzir

guantidades maiores e um espectro mais amplo de MMPs. O resultado final é a
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extensa degradacdo da matriz extracelular, levando a rapida distensdo e,

eventualmente, a ruptura da artéria (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo hipotético subjacente a influéncia das MMPs nas patologias
vasculares
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2.2.2.1 Metaloproteinase-2

A MMP-2 é Unica em sua capacidade de degradar a elastina e o colageno
fibrilar. E encontrada, principalmente, em associacdo com as células mesenquimais
da camada média e da adventicia, embora pequenas quantidades possam ser
produzidas por macréfagos.’*’’; e possui especificidade de substrato para elastina e
colageno fibrilar, sendo encontrada na aorta normal e aneurismatica.”®

O gene da MMP-2 esta localizado no cromossomo 16 (16g13) e contém 13
exons.’® A MMP-2 é expressa, constitutivamente, por muitos tipos de células em
cultura. Ao contrario de outras MMPs, sua sintese ndo é regulada por citocinas
inflamatorias, como a IL-1 e o TNF-a, embora o fator de crescimento transformador-
beta (TGF-B) aumente a producdo de MMP-2 em fibroblastos e queratindcitos.
Estudos indicam que as células mesenquimais dos AAA (célula muscular lisa e
fibroblastos) produzem niveis elevados de MMP-2 in vivo. Freestone et al.”®

encontraram tendéncias de aumento dos niveis de MMP-2 em AAAs por zimografia
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e imuno-histoquimica. Embora esses autores tenham relatado altos niveis de MMP-2
em aneurismas pequenos, outros nao encontraram nenhuma correlagdo entre o
nivel de MMP-2 e o tamanho do aneurisma; como Davis et al.”, que enfatizaram
ainda que a expressdo de MMP-2 € particularmente regulada positivamente em
células mesenquimais nas proximidades de infiltrados inflamatérios, indicando que
as células inflamatérias podem produzir fatores estimuladores. Estudos clinicos
ressaltam que a MMP-2 promove a expansdo de AAAs menores ou em estagios
iniciais, mas a ruptura é o eventual resultado do aumento da atividade da MMP-9.7*

Freestone et al.”® demonstraram que a principal MMP em aneurismas
pequenos foi a MMP-2 e sugeriu que a MMP-9 estava envolvida na expansao do
aneurisma em um estagio posterior, um achado confirmado por outros
investigadores. McMillan et al.® relataram niveis aumentados de mRNA de MMP-9
sintetizados por células mesenquimais no tecido de aneurismas. Goodall et al.”
observaram que as células de musculo liso derivadas de aorta aneurismatica
apresentaram niveis trés vezes maiores de MMP-2 do que células de tecido
aterosclerotico.

Fumantes apresentam alta atividade da MMP-2 na parede adrtica, o que pode
ser a causa da degradacdo acentuada das fibras elasticas e consequente
enfraquecimento da parede arterial. Portanto, o tabagismo estd associado a
alteracdes na composicao estrutural da proteina da matriz arterial que leva a
alteracdes em suas propriedades mecanicas com consequente formacéo de AAA. Ja
o diabetes é caracterizado pelo acimulo de colageno com consequente aumento do
volume da matriz, resultando em alteracbes, como espessamento da membrana
basal e expansdo mesenquimal. Essas alterac6es sdo responsaveis por muitas das
complicagbes do diabetes, mas podem aumentar a rigidez dos vasos, reduzindo o
risco de AAAS

2.2.2.2 Metaloproteinase-9
As elastases de serina e a MMP-9 compreendem as elastases predominantes

presentes em AAAs humanos, enquanto que a MMP-9 também apresenta atividade
colagenolitica e gelatinolitica. A concentracdo de MMP-9 é quase insignificante em
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culturas de células de tecidos adrticos normais. Varios pesquisadores, aplicando
técnicas imuno-histoquimicas e zimografia em tecidos aneurismaticos,
documentaram que a expressdo, quantidade de proteina e atividade proteolitica da
MMP-9 sdo, notavelmente, maiores do que em pacientes com doenca arterial
obstrutiva  periférica, a aterosclerética, ou em individuos controle.”*
Desfavoravelmente, apenas Davis et al.’* detectaram atividade gelatinolitica
semelhante entre AAA e doenca arterial obstrutiva periférica, o que foi atribuido por
alguns pesquisadores ao fato de que as técnicas de extracdo de proteinas eram de
baixa sensibilidade.”

A MMP-9 se localiza, preferencialmente, em macrofagos na camada
adventicia infiltrante em AAAs e, especificamente, em areas adjacentes aos vasa
vasorum adventicios. Além disso, fatores regionais desencadeiam na aorta
infrarrenal a producdo de MMP-9 e podem contribuir para a predilecdo pelo
desenvolvimento de aneurisma nessa area. Levando em consideracdo os achados
acima, é possivel que a inflamacdo crénica e a producdo de MMP-9 estédo
fortemente correlacionadas e trabalham em conjunto para promover a degeneragao
da elastina e do colageno nas camadas externas da aorta dos AAA."*

A MMP-9 é encontrada em neutréfilos, macréfagos e carcinomas malignos.
Algumas células mesenquimais também produzem esta enzima em resposta a
certos estimulos. A producdo de MMP-9 em cultura de células musculares lisas
aorticos pode ser mediada por citocinas pro-inflamatorias. Embora células
musculares lisas tenham potencial para produzir MMP-9 in vitro, a andlise imuno-
histoquimica tecidual indica que as células musculares lisas ndo sao a fonte primaria
de MMP-9 em tecido adrtico doente. Dessa forma, o aumento da concentracdo de
MMP-9 no tecido adrtico é resultado da infiltracdo de macréfagos que acompanha
aterosclerose grave, ao invés de ser o fenbmeno Unico associado a formacéo de
aneurisma.’

Pyo et al.®? utilizaram camundongos sem o gene MMP-9 para investigar a
participacdo da mesma no processo proteolitico. Os autores observaram que a
auséncia do gene direcionado dessa MMP em camundongos suprime a dilatacéo da
aorta e contribui para a preservacao da elastina medial, apesar da presenca de
células inflamatérias infiltrantes na parede da aorta. Pode-se inferir, por esse estudo,
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que a MMP-9 medeia diretamente a protedlise em AAA e assim um Unico gene
MMP-9 é suficiente para o desenvolvimento da doenca, induzidos por elastase.

E importante considerar a atividade da MMP-9 em relacdo ao seu inibidor
(TIMP-1) durante a progressédo do aneurisma. Embora quantidades significativas de
TIMP-1 tenham sido detectadas em aneurismas, a razdo MMP-9/TIMP-1 é elevada e
a atividade proteolitica liquida de MMP-9 é aumentada em AAAs. Talvez a
expressao aumentada de TIMP-1 ndo exceda o aumento da atividade de MMP-9. Os
fatores que controlam a producéo de TIMP-1 e o desequilibrio entre MMP-9 e TIMP-
1 ainda permanecem desconhecidos. Levando em conta que 0s macréfagos sao
responsaveis pela producdo de MMP-9 e o fato de TIMP-1 estar localizado em
células musculares lisa, € questionavel como TIMP-1 inibe MMP-9 em AAAs
estabelecidos. Uma explicacdo plausivel € que as origens diferentes impedem
interacdes intensivas entre eles (por exemplo, formacgéo de complexos), favorecendo
a atividade de MMP-9. E provavel que o TIMP-1 neutralize o excesso de enzima
ativada que circula no fluido tecidual apés a degradacgédo.’*

Considerando que tanto a MMP-9 quanto a MMP-2 possuem potente
capacidade elastolitica, ambas poderiam desempenhar papel importante na
remodelacdo dos AAAs. Os niveis aumentados de MMP-2 e seu aumento de ligacédo
e ativacdo sugerem papel importante na progressao da patogénese do AAA. Futuros
estudos deverdo ser direcionados para a compreenséo da regulacao, ativacdo e do
papel dos inibidores de MMP. A identificacdo de tais inibidores dentro da parede do
aneurisma ou o desenvolvimento de abordagens que bloqueie essas enzimas
proteoliticas pode prevenir a formacéo de aneurisma ou inibir seu crescimento.’

Varios autores sugerem que a protedlise na parede do AAA esta associada ao
tamanho e a frequéncia de ruptura. Freestone et al.”? documentaram, pela primeira
vez, concentracfes aumentadas de MMP-2 em aneurismas pequenos (4-5,5 cm de
diametro), enquanto que em aneurismas maiores (> 5,5 cm de diametro) a MMP-9
estava substancialmente elevada. Alguns anos depois, McMillan et al.?!, usando o
método competitivo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), argumentaram que
os AAAs de diametro moderado (5-7 c©m) expressam concentracdes
significativamente mais altas de mRNA de MMP-9 do que pequenas (< 5 cm) ou
grandes (> 7 cm) AAA. Estudos recentes ressaltam que em AAAs assintomaticos, a
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atividade de MMP-9 correlaciona-se negativamente com seu diametro, destacando
que o baixo nivel de MMP-9 influencia levemente a expansdo adrtica. Altos niveis de
proteina MMP-9 foram detectados em amostras de AAAs rotos, independentemente
do diametro do aneurisma.’2 E provavel que o aumento da MMP-9 iniba o
remodelamento adrtico, opondo o metabolismo do coldgeno e predispondo a ruptura
da aorta. Em conclusédo, a MMP-9 mantém seu papel fundamental na degradacao da

matriz, degeneracgédo da parede adrtica e patogénese do AAA."!

2.2.3 Inibidores teciduais de metaloproteinases

Os TIMPs séao inibidores dominantes das MMPs, enquanto a a2-
macroglobulina e o inibidor-2 da via do fator tecidual inibem as MMPs em menor
grau. Os TIMPs se ligam a formas ativas ou latentes de MMPs em proporcao
molecular de 1:1. O equilibrio das concentracfes relativas de MMPs ativas e de seus
inibidores determina a atividade proteolitica liquida.”* Ha quatro inibidores
endogenos das MMPs conhecidos: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4.

2.2.3.1 Inibidor tecidual de metaloproteinase-1

O TIMP-1 inibe, especificamente, a MMP-1 e MMP-9; e sua expressao esta
localizada nas células do musculo liso vascular, mas pode ser induzida in vitro por
varios outros tipos celulares como células endoteliais e fibroblastos em resposta a
estimulos externos, bem como pode estar espalhado em areas adjacentes aos
macréfagos. A concetracdo plasmatica de TIMP-1 demonstrou ser notavelmente
elevada em pacientes com AAAs em comparacdo aqueles com aterosclerose ou
saudaveis. 167183

Os TIMPs blogueiam a destruicdo da parede aortica e previnem o
desenvolvimento do aneurisma por inibicio de MMPs. Alguns dos dados
experimentais mais fortes que apoiam o papel protetor do TIMP-1 no
desenvolvimento de aneurismas resultam de estudos em camundongos nos quais o
efeito da deficiéncia e superexpressao de TIMP-1 foi avaliado. Camundongos TIMP-
1 / apoE-double KO (DKO) em dietas ricas em colesterol apresentaram incidéncia
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aumentada de aneurisma em comparacdo com camundongos TIMP-1 + / +.834 A
deficiéncia de TIMP-1 resultou em atividade aumentada de MMP e infiltracdo de
macréfagos.® Esses autores relataram aumento da degradacdo da camada média e
incidéncia de pseudoaneurisma em TIMP-1 / apoE-DKO em camundongos.®®
Camundongos deficientes em TIMP-1 também apresentam maior suscetibilidade a
indugdo de aneurisma por infusdo de elastase, com maior incidéncia e maior
gravidade.®” Finalmente, a superexpressdo de TIMP-1 foi capaz de prevenir a
degeneracéo, dilatacdo e ruptura da aorta em um modelo de xenoenxerto de AAA
em rato.®® O TIMP-1 foi hipotetizado para prejudicar a migracdo de VSMCs e
macrofagos. Estas Ultimas séries celulares, nas lesGes ateroscleroticas, induzem
ativacdo e secrecdo de varias MMPs. Portanto, TIMP-1 previne indiretamente a
destruicdo da camada média em parede do AAA, reduzindo o nimero de células

invasoras, que produzem MMPs."!

2.2.3.2 Inibidor tecidual de metaloproteinase-2

A expressdo dos TIMPs é observada durante a remodelagdo tecidual
fisiolégica, contribuindo para a manutencé@o do equilibrio metabdlico e estrutural da
matriz extracelular. Alteracdes na homeostasia entre as MMPs e os TIMPs tém sido
identificadas em doencas associadas a renovacdo nao-controlada da matriz
extracelular, como artrite, cancer, doencas cardiovasculares, nefrites, desordens
neuroldgicas e fibroses.8?

As células musculares lisas cultivadas de pacientes AAA expressam
constitutivamente MMP-2 e TIMP-2, seu inibidor endégeno®, mas aumentam a
expresséo de TIMP-2 e MMP-2 em AAA localizadas em células musculares lisas e
macréfagos.’t® Como a ativacdo da MMP-2 requer a formacdo do complexo
trimolecular da MT1-MMP, do TIMP-2 e da pro-MMP-2, os TIMP-2 podem,
teoricamente, promover e inibir a degradacdo da matriz em AAA."*

A producdo elevada de MMP-2 pelas células musculares lisas de aorta
aneurismatica combinada com a producao inalterada de TIMP-2 pode modular um

ambiente de maior elastélise em aortas propensas a formacédo de aneurismas. A



Revisdo de Literatura | 48

razdo MMP-2—-TIMP-2 foi superior a 2,5 vezes elevada nas células derivadas do
aneurisma.®?

Os TIMP-1 TIMP-2 representam membros bem caracterizados dessa familia
de inibidores e apresentam atividade inibitéria contra as formas ativas de toda a
familia de MMPs, embora a TIMP-1 forme, preferencialmente, complexo com a
MMP-9, enquanto o TIMP-2 atua sobre a MMP-2. Finalmente, o TIMP-2 é
considerado inibidor de invasdo e metastase de células tumorais in vitro e in vivo, e
também da angiogénese associada a tumores.®® Portanto, ha interesse mundial no
uso de TIMPs e outros inibidores sintéticos como terapia promissora contra o

aumento de aneurismas com risco de vida.

2.3 MicroRNAs

O microRNA é um grupo de RNA de cadeia simples, ndo codificante de
proteinas, de cerca de 22 nucleotideos de comprimento. Podem ser encontradas
nas células, plantas e em animais.’® A funcdo miRNA é de regulacdo poés-
transcricional da expressdo génica e estdo envolvidas em diversos processos
celulares, incluindo diferenciacdo, proliferacdo e apoptose.®? Até a presente data,
mais de 1900 tipos diferentes de miRNAs foram encontrados em humanos.® O Lin-4
foi o primeiro miRNA a ser identificado em C. elegans (Caenorhabditis elegans), em

1993, quando se comegou a revelar a importancia dos miRNAs.%

2.3.1 Biogénese dos microRNAs

O processo de biogénese dos miRNAs é complexo e envolve componentes
nucleares e citoplasmaticos. Inicialmente, sdo produzidos na forma de um transcrito
primario longo (pri-miRNA), de varias quilobases de extensdo pela RNA polimerase
II. O pri-miRNA é processado, ainda no nucleo, por uma endonuclease RNase llI,
conhecida como Drosha, juntamente com seu cofator Pasha, gerando uma molécula
precursora do mMIRNA maduro denominada pré-miRNA, com cerca de 70

nucleotideos. Em seguida, o pré-miRNA é transportado ao citoplasma pela
exportina-5, que utliza GTP como cofator.’* No citoplasma, o pré-miRNA é
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processado por outra RNase Ill, Dicer, gerando um miRNA fita dupla de
aproximadamente 22 nucleotideos. Este produto € incorporado ao complexo
multimérico RISC (complexo silenciador induzido por RNA, do inglés, RNA
Interference Specificity Complex), que inclui as proteinas argonautas como principais
componentes. A atividade da helicase faz com que apenas uma das fitas do duplex
de miRNA permaneca no complexo RISC para controlar a expressdo poés-

transcricional de genes-alvo®* (Figura 3).

Figura 3 - Modelo geral da biogénese do miRNA. mRNA, acido ribonucleico mensageiro;
mMiRNA, microRNA
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2.3.2 Mecanismo de ag&o dos miRNAs

Os miRNAs constituem, tradicionalmente, uma classe de reguladores
negativos da transcricdo génica. Cada miRNA pode, por predi¢cdes de bioinformatica,
regular até 300 genes diferentes, de acordo com a sua complementaridade e
sequéncia no gene. Para os miRNAs sao conhecidos dois mecanismos de acéo:
degradacdo e inibicdo de sua traducdo. O primeiro mecanismo ocorre quando ha
pareamento perfeito entre o mMIRNA e o0 gene-alvo, ou quando o pareamento
imperfeito resulta em deadenilacdo do mRNA.®> O pareamento imperfeito pode
interferir na inibicdo da traducédo, por meio de bloqueio da inicializacéo, retirada de
ribossomos e inibicdo de alongamento.®® O possivel papel do miRNA como

regulador positivo da transcricdo génica também ja foi descrito.

2.3.3 Os microRNAs na fisiopatologia dos aneurismas

A disfuncéo das células endoteliais, infiltracdo de leucécitos, degradacdo da
matriz extracelular e deplecdo de célula muscular lisa sdo consideradas trés
caracteristicas patolégicas dos AAA. Varios miRNAs foram identificados como
reguladores cruciais, orquestrando as funcdes de todos os subtipos de células
vasculares. A assinatura do miRNA do aneurisma pode variar dependendo da
localizacéo e morfologia da doenca.®%:°%7

As células endoteliais sdo os primeiros sensores celulares expostos a fatores
patolégicos, como hiperlipidemia e estresse turbulento de cisalhamento, no [limen da
aorta. Além disso, a manipulacdo de angiotensina Il e miR-712/205 afetaram a
adeséao de leucécitos circulantes, destacando ainda mais o potencial terapéutico de
direcionar essa via, a0 mesmo tempo em que implica que outros mecanismos estao
envolvidos.®®

A infiltrac&o celular inflamatéria subsequente pode ser facilitada pelo miR-155,
cujos niveis foram altamente elevados em bidpsias de AAA e soros circulantes em
pacientes com a doenca. Acredita-se que o miR-155 ndo apenas promova a
inflamacédo crénica, melhorando o desenvolvimento das células T por meio da

regulacdo negativa da proteina 4 citotdxica associada a linfécitos T (CTLA4), mas
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também bloqueie a traducéo e sintese de proteinas do homologo decapentaplégico
(SMAD2) durante a regulagéo da sinalizacao de TGF-f, levando ao desenvolvimento
de AAA.59

Da mesma forma, o miR-181b promove os macrofagos de capacidades mais
invasivas e proliferativas para controlar a progressdo do aneurisma por meio da
regulacao negativa do inibidor de tecido da expressdo da MMP-3, controlando o
crescimento do aneurisma e da aterosclerose.®® O miR-181b est4 envolvido na
diferenciacdo de VSMC, aumentando genes marcadores sintéticos e diminuindo
genes relacionados a contratilidade. A perda do fenétipo contratil dos VSMCs € um
evento precoce na patologia do AAA. O miR-181b é superexpresso em tecidos de
AAA humanos. A regulacdo negativa da expressdo de miR-181b pela entrega
sistémica de antimiR-181b em camundongos ApoE-/- e LdIr-/- infundidos com
Angio-1l revelou que o anti-miR-181b suprime significativamente a formacdo de AAA,
aumenta a expressao de elastina e colageno, facilita respostas fibréticas e mantém a
estabilidade do aneurisma.®®

No contexto dos AAA, as interacdes com miR-24-Chi3l1 parecem favorecer
amplos efeitos em todas as células presentes na parede adrtica, como a regulacéo
da sobrevivéncia de macréfagos, sintese de citocinas, migracdo de células do
musculo liso da parede aodrtica e estimulagdo de moléculas de ades@o molecular nas
células endoteliais. Além disso, a superexpressdo do miR-24 em modelos murinos
foi capaz de diminuir significativamente os niveis de Chi3ll, interrompendo a
evolucdo do AAA, respostas imunes reduzidas e atividades de citocinas, sugerindo
gue a regulacdo negativa do miR-24 contribui para o crescimento do aneurisma. Em
contraste, a inibicAo do miR-24 demonstrou acelerar a progressao do AAA pelo
aumento do grau de respostas inflamatérias relacionadas a apoptose.®°

O miR-21 regula a funcao contratil, a proliferacdo e a apoptose das células
musculares lisa. Diante disso, a expressao do miR-21 aumenta substancialmente a
medida que os AAA se desenvolvem nos modelos de perfusdo de elastase
pancreatica porcina e de infusdo de angiotensina Il em AAA.5° O desenvolvimento
de AAA leva ao aumento da expressao de miR-21 e diminuicdo da expresséo de

PTEN, resultando em resposta pro-proliferativa e antiapoptética de células
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musculares lisas dentro da parede do vaso, provavelmente na tentativa de proteger
a aorta de expanséao adicional e ruptura final.1®

Os niveis de miR-195 mostraram aumento significativo nas aortas de
camundongos Apo E deficient apos a infusdo de Angiotensina Il. Consistente com os
niveis aumentados de miR-195 em aortas humanas dissecadas, foi detectada a
ligacdo direta de miR-195 a varios transcritos de matriz extracelular. Com base
nesses achados, foi realizada analise proteémica do secretoma de células
musculares lisas da aorta murina ap6s a manipulacdo do miR-195, revelando que o
miR-195 tem como alvo um grupo de proteinas da matriz extracelular, incluindo
colagenos, proteoglicanos, elastina e proteinas associadas as microfibrilas elasticas.
A inibicdo do miR-195 in vivo levou a niveis mais elevados de expresséo de elastina
aortica, relacionada a aumentos nos niveis de MMP-2 e MMP-9. No plasma humano,
a expressao do miR-195 demonstrou levar a correlacdo inversa entre a presenca de
AAA e o didmetro aértico. Esses dados indicam que o miR-195 pode contribuir para
a patogénese dos AAA via desregulacdo da matriz extracelular.®®

Em estudo de perfil inicial, foram identificados 151 miRNAs que mostraram
mais de duas vezes o aumento da concentragdo de microRNAs em pacientes com
aneurisma comparados ao grupo controle. Entre eles, trés miRNAs, miR-191-3p,
miR-455-3p e miR-1281 exibiram maior aumento no grupo de pacientes (acima de
cinco vezes). O estudo de validacdo subsequente confirmou a elevacao desses trés
mMiRNAs. As curvas ROC para cada um dos trés miRNAs analisados foram
construidas para discriminacéo entre AAA e controles. A area sobre a curva do miR-
191-3p foi de 0,9700 com sensibilidade de 93,3% e especificidade de 96,7%
(intervalo de confianca = 0,9352-1,0048). A area sobre a curva de miR-455-3p foi de
0,9825 com 168 sensibilidade de 95,0% e especificidade de 100,0% (intervalo de
confianga = 0,9613-1,0037). A area sobre a curva do miR-1281 foi de 0,9206 com
sensibilidade de 76,7% e especificidade de 98,3% (intervalo de confian¢ca = 0,9613-
1,0037). Dessa forma, esses microRNAs podem atuar como biomarcadores
promissores para o diagnoéstico precoce do AAA.101

Os miRNA-191 e 455-3p foram identificados no plasma de pacientes com
AAA, apresentando alto poder discriminatorio para o diagndstico e apresentaram
reducdo significativa de sua expressdo ap0s seis meses de tratamento
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endovascular, o que sugere fortemente a exclusdo completa do aneurisma. Além
disso, a expressdo de miR-191 e miR-455-3p ndo se correlacionou com o0s
diametros dos aneurismas. A analise da influéncia dos diversos tipos de dispositivos
de endoproteses utilizados para o tratamento endovascular do AAA ndo mostrou
diferencas significativas nas expressdes de miR-191 e miR-455-3p.19?

O miR-191 é um regulador chave da homeostase de células T. A regulacdo
negativa de miR-191 resultou em perda preferencial de células T CD4+ e CD8+ de
memoria. Essas perdas foram devidas a reducdo da sobrevida apds a sinalizacéo
atenuada de citocinas e ativacdo de STAT5. Além disso, a super-representacéo de
moléculas de adeséo pode causar aderéncia, resultando em infiltracdo de células do
sistema imunoldgico. Eventualmente, vias de sinalizacdo especificas mediadas por
IL-35, IL-27, IL-18 e IL-33 foram identificadas como interrompidas. Entre outros, a IL-
35 induz IL-32 nas células musculares lisas da parede do vaso. Seus niveis se
mostraram elevados em amostras de AAA, com énfase particular nas células
endoteliais, musculares lisas e imunes. Por sua vez, a IL-27 por meio de seu
receptor IL-27R acelerou significativamente a formac&o de aneurisma em um modelo
de camundongo. A IL-18, por outro lado, tem sido associada a formacéo de AAA por
meio da ativacdo de MMP ou pelo recrutamento de macréfagos.19

O miRNA-1281 foi identificado no sangue total de pacientes com AAA e
apresentou reducdo significativa na expressao ap0s o tratamento endovascular, e
diminuicao significativa (> 5 vezes) ap0s seis meses de cirurgia (p<0,0001). Isso
mostra uma correlacdo positiva e significativa, tanto na presenca do aneurisma
quanto na evolucao clinica e anatémica favoravel, sugerindo que a exclusdo do saco
aneurismatico altera as vias dos miRNAs. Além disso, ndo houve associacdo da
expressao de miRNA com o diametro do aneurisma (p=0,7058). A raz&o pela qual o
mMiRNA-1281 reduz apds o tratamento do aneurisma ainda ndo € compreendido.
Uma vez que a doencga da parede adrtica ndo foi removida no EVAR, especula-se
gue a expressdo do miRNA-1281 pode estar relacionada ao estresse da parede

adrtica ou alteracoes de fluxo.1%4
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2.4 O Tratamento endovascular e o0s mecanismos de endoleak

Uma alternativa menos invasiva ao reparo cirargico aberto € o EVAR, por
meio de um dispositivo chamado endoproétese, que € inserido na area dilatada da
aorta para separar o fluxo sanguineo normal do aneurisma, sendo que as
extremidades da endoprotese devem ser ancoradas em areas saudaveis, a fim de
evitar endoleak. Essa técnica foi projetada para ser aplicada direto na aorta sem
necessidade do acesso cirargico. Como o EVAR é um procedimento menos invasivo
do que a cirurgia aberta, a internacao hospitalar € mais curta, em média quatro a
cinco dias.

O endoleak é definido como fluxo sanguineo persistente no saco
aneurismatico apos EVAR, gque pode estar presente no momento do reparo em até
25% dos casos. Embora um endoleak possa, frequentemente, se resolver sem
intervencgdes, alguns requerem tratamento imediato ou tardio para evitar ruptura do
aneurisma. Além disso, alguns endoleaks desenvolvem-se meses ou anos apos a
cirurgia, sendo obrigatéria a vigilancia ao longo da vida, podendo ser identificados
por angiotomografia computadorizada, angiorressonancia ou ultrassom com Doppler.
Existem cincos principais tipos de endoleaks, e o gerenciamento e risco de ruptura
dependem de cada tipo.2®

A incidéncia de endoleaks esta entre 4-12% para tipo I; 8-12% tipo Il; 8-12%
tipo Il e 5,4% para o tipo V.° A reintervencao para o tipo | é de 54-66% e 22% para
tipo Il, comparada a 6% sem endoleak. A chance de ruptura secundaria do saco
aneurismatico é de 0,6 a 4,2%, com 2/3 das rupturas decorrentes de endoleak.?83°

O endoleak Tipo | pode ser definido como selamento circunferencial
inadequado nas areas de fixacdo da protese na parede aortica, sendo subdividido
em tipo la, quando h& endoleak oriundo da fixagdo proximal (colo proximal), Ib
quando presente na regido de fixacdo distal (eixo iliaco), ou ainda Ic quando ocorre
por comunicacao direta entre a aorta e a iliaca apds implante de um plug oclusor na
iliaca durante o uso de endoprétese monoiliaca.®

O endoleak tipo Il trata-se de uma das mais frequentes complicacdes pos
EVAR, chegando a taxas de 44% de todos os endoleaks.'®® As artérias

frequentemente envolvidas nesse tipo de endoleaks sdo as artérias mesentérica
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inferior e as lombares. Os endoleaks tipo Il sdo subdivididos em tipo lla quando
apenas um ramo colateral esta envolvido e em tipo Ilb quando dois ou mais ramos
fornecem fluxo para o saco aneurismatico.106.107

O endoleak tipo Il pode ser definido como secundario a falha estrutural da
endoprotese e ocorre em 4%. Esse tipo pode ser subdivido em llla, quando
decorrente de desconexdo entre os modulos da endoproétese, e em llIb quando h&a
fratura ou defeito de fabricacdo do material. J& o tipo IV esta relacionado com a
porosidade do tecido de revestimento da endoprotese, e ocorre através do tecido
intacto, e na maioria dos casos se resolve nos primeiros 30 dias ap6s o0 EVAR,
sendo considerado de natureza benigna. N&o se relaciona aumento do risco de
rotura do aneurisma e ndo ha indicacdo de intervencédo, desde que excluidas outras
causas antes de se estabelecer o diagnoéstico definitivo.1%” O tipo V, ou endotenséo,
pode ser definido como elevacao da pressao intrassaco aneurismatico pés EVAR,
sem evidéncias de perfusdo do saco aneurismatico, com prevaléncia de

aproximadamente 4,5%°108.199 (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema dos tipos de endoleak
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2.4.1 Fatores de risco para endoleak
2.4.1.1 Anatomia das artérias mesentérica inferior e lombares

A perviedade das artérias mesentérica inferior e lombar, apesar de ser fator
de risco independente para endoleak tipo IlI, estd correlacionada com risco
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aumentado de eventos adversos como crescimento e ruptura do aneurisma,
chegando a 24-52% e 1-9%, respectivamente, nos pacientes com endoleak
persistente. Além disso, o numero de artérias lombares é um fator de risco
independente para endoleak. Portanto, o didmetro da artéria mesentérica inferior
(22,6 mm), das artérias lombares (21,9 mm) associado a auséncia de trombos é

fator de risco importante para o endoleak.110-113

2.4.1.2 Anatomia do colo

Devido ao desenvolvimento e a evolu¢do das endoproéteses, 0s conceitos e
fatores de risco decorrentes da anatomia hostil do aneurisma tém sido revisados
recentemente, e fatores de risco adicionais foram acrescentados. Dentre as
caracteristicas de colo hostil, destacam-se diametro do colo proximal (>30 mm),
comprimento do colo (<15 mm), colo conico, presenca de trombo mural (>50% da
circunferéncia), calcificacdo, angulacdo acentuada do colo (>60°) e tortuosidade
aodrtica acentuada, que podem aumentar o risco de endoleak.''+16 Além disso, a
dilatacdo do colo aértico devido a remodelacdo apo6s implantacdo da endoprotese,
representa fator de risco importante para endoleak. A remodelacdo aortica e
dilatacdo do colo apds EVAR representam uma realidade desafiadora relacionada a
eventos adversos tardios. A dilatacdo do colo é definida como o aumento do
didmetro do colo proximal >2 mm ou >15%. Acredita-se que 0 mecanismo
fisiopatoldgico da dilatacdo do colo pode estar relacionado a forca radial da propria

endoprotese, embora haja evidéncias ainda inconclusivas.

2.4.1.3 Diametro do aneurisma

Apesar de os diametros dos aneurismas geralmente diminuirem com o tempo,
a presenca de endoleak atenua significativamente esta reducdo. E descrito na
literatura que endoleaks isolados tipo Il, identificados apds um ano do procedimento,
estiveram associados a aumento significativo do diametro do aneurisma em

comparacdo com os que foram detectados logo apés o procedimento.t’
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2.4.1.4 Anticoagulacao e antiagregante plaquetério

E fato que o aumento no didmetro do saco aneurismatico pode levar a
ruptura. A formacéo de trombo pode levar a cessacédo do fluxo sanguineo no saco
aneurismatico, embora a formacao e aderéncia desses trombos seja dependente de
uma infinidade de fatores. Os pacientes submetidos a anticoagulacdo e
antiagregacao plaquetaria representam um grupo com risco aumentado de formacéo
de endoleak devido a sua incapacidade de formar trombos estaveis. O uso dessas
medicacbes € comum em pacientes com doenca cardiovascular, ja que modificam
positivamente o risco de eventos indesejaveis. Consequentemente, a investigacao
adicional de taxas de endoleak e morbidade em pacientes anticoagulados e
antiagregados submetidos ao EVAR € importante. O efeito da anticoagulacdo e
terapia antiplaquetaria na incidéncia de endoleaks e expansdes de saco apos

tratamento endovascular é limitado pelo seu pequeno tamanho de amostra e,

consequentemente, produz resultados conflitantes.118119

2.4.1.5 Cirurgia de emergéncia

A incidéncia de complicacbes nos pacientes com aneurisma roto €
significativamente maior do que em casos eletivos. A presenca de endoleak em
correcdo eletiva de aneurismas € bem descrita, porém pouco se conhece dos
endoleaks em cirurgias de emergéncia. Em circunstancias de rotina, 0s pacientes
geralmente recebem anticoagulacdo plena durante o procedimento, enquanto que
aqueles com aneurisma roto raramente sao anticoagulados durante o procedimento.
Isso pode ter impacto na taxa de endoleak, ou seja, muitas artérias lombares podem
estar propensas a trombose em pacientes ndo anticoagulados apos o implante da
endoprotese e exclusdo de aneurisma. Além disso, o colapso hemodinamico
secundario a ruptura do aneurisma e perda de sangue promove impacto negativo
nos resultados.

A menor incidéncia de endoleaks do tipo Il, observada em pacientes com
aneurisma roto, deve-se ao trauma vascular macico no local da ruptura, o que

permitiria liberar fatores de coagulacdo local, bem como taxa de mortalidade
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significativamente maior nesses pacientes do que nos casos eletivos (23,49% vs
1,38%; p<0,01). Portanto, mais pesquisas devem ser realizadas para se entender

completamente o comportamento do EVAR de aneurisma roto.8°

2.4.1.6 Geracao das endoproéteses

A incidéncia de endoleaks tem sido descrita, sendo maior na primeira e
segunda geracfes de endoproteses (dispositivos de junho de 1994 a junho de 2003,
respectivamente), do que nas da terceira geracao (2010), sendo 12,7% e 1,2%
(p<0,001), respectivamente.120-122

2.4.1.7 Tabagismo

O status de ndo fumante como fator de risco independente para endolelak tipo
Il parece contraditorio, dada a relacdo entre tabagismo e aneurismas. Mas o estado
pré-trombotico e a evolucdo aterosclerética das artérias lombar e mesentérica
inferior causado pelo tabagismo diminui a incidéncia desse tipo de endoleak, embora
a evolucdo aneurismatica continua com possiveis degenera¢des dos colos proximal

e distal, levando a endoleak tipo 1.9

2.4.1.8 Idade e género

A prevaléncia de AAA é muito menor em mulheres do que em homens.
Porém, a taxa de ruptura do aneurisma é trés vezes maior em mulheres do que em
homens. O diametro médio do aneurisma quando ha ruptura é de 5 cm nas mulheres
e 6 cm nos homens. Isso parece evidente, pois em mulheres a aorta apresenta
diametro menor comparado ao dos homens.'?® Além disso, pacientes idosos com
aneurisma apresentam reducdo de miocitos no musculo liso da camada média. A
presenca do endoleak aumentaria a pressdo no saco aneurismatico, que ja possui
caracteristica enfraquecida, levando a dilatagédo continua do aneurisma.?4125 Assim,
idade e género sédo fatores de risco para maiores complicagbes em aneurismas de

aorta. Diante disso, a presenca de endoleak persistente associado as caracteristicas



Revisdo de Literatura | 60

anatémicas e histolégicas inerentes a idade e ao género podem potencializar uma

ruptura.

2.5 Patogenia do endoleak

Como citado acima, o EVAR dos AAA modificou radicalmente o tratamento
dessa doenca. Por outro lado, os beneficios, em longo prazo, particularmente em
relacdo a sua durabilidade e ao tempo livre de reintervencdo, continuam em
constante discussdo. A mais temida complicacdo pos-EVAR € a rotura do
aneurisma, podendo ocorrer como consequéncia de endoleaks, pressurizacdo do
saco aneurismatico (endotenséo), migracdo ou degeneracdo das endopréteses e
degeneracédo do colo proximal e distal por progressdo da doenca aneurismatica.®
Dentre essas complicacdes, os endoleaks podem atingir taxa de até 50%
dependendo do tipo de endoprétese, da selecdo dos pacientes, técnica de implante
e morfologia da aorta.>'1% O endoleak pode ocorrer a qualquer momento e tem sido
demonstrada correlacdo com a expanséo do aneurisma, bem como com o risco de
rotura.®

O endoleak Tipo | ocorre a partir de programacao pré-operatoria inadequada
com subdimensionamento do diametro da endoprétese, ou ainda medida
inadequada da extenséo do colo proximal, ocasionando a manutencao de fluxo para
0 saco aneurismatico, que precocemente acarreta risco de aumento do diametro do
colo proximal, migracdo distal da endoprotese ou mesmo ruptura do saco
aneurismatico.1?®

Os principais fatores anatdmicos mais comuns encontrados em endoleak tipo
| sdo: colo proximal curto (<15 mm de extensé&o), colo proximal largo (>30 mm de
diametro), colo proximal angulado (>60°) e presenca de calcificacdo e trombos nas
regides de ancoragem.127-129

Os fatores de risco para desenvolvimento de endoleak tipo Il incluem os
ramos colaterais da aorta pérvios e idade avancada; enquanto que tabagismo e
indice tornozelo-braco reduzido estdo associados a baixo risco desse tipo.®

Os fatores de risco para ocorréncia de endoleak tipo Ill sdo angulacbes

excessivas do colo proximal ou do eixo iliaco, remodelacdo do saco aneurisméatico e
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erro técnico intraoperatorio devido a pequena sobreposicdo entre as conexdes
(overlap). Essa complicacdo promove pressurizacao direta do saco aneurismatico, o
que eleva o risco de rotura e, consequentemente, quando identificado, a
reintervengdo precoce é necessaria. J4, o endoleak tipo IV ocorre em pacientes que
fazem uso de anticoagulantes por alteracbes cardiacas como arritmias, préteses
metélicas cardiacas e trombose venosa profunda, com indicagdo de anticoagulacéo
perene.®?

O endoleak tipo V, ou endotensdo, apresenta patogénese incerta, mas ha
uma tendéncia na literatura de considera-la como secundario a um endoleak
subdiagnosticado. Mesmo assim, descreve-se que a transferéncia de pressao para
saco aneurismatico possa decorrer da porosidade do tecido da endoprotese e
transmissdo dessa pressdo pelo trombo para a parede aneurismatica.'%® Pacientes

com endoleak apresentam risco potencial de ruptura em média global de 2%.1%4

2.6 Tratamento dos endoleaks

O endoleak tipo | é considerado uma falha no tratamento. Diversas técnicas
endovasculares podem ser empregadas para correcdo como a angioplastia com
baldo para promover o oversize entre a endoprotese e a parede aortica; uso de
extens@es proximais ou cuffs, quando h& colo proximal disponivel, visto que sua
fixacdo depende de uma é&rea infrarrenal adequada; uso de stents expansiveis por
baldo cobrindo o colo com o objetivo de aumentar a forca radial; stents adrticos
autoexpansiveis em posicdo transrenal*®®, embolizacdo do saco aneurismatico!3!,
técnicas de stents paralelos e até customizacdo de endopréteses fenestradas.
Quando as opcoes endovasculares falharem ha a possibilidade de cerclagem do
colo proximal por cirurgia aberta, porem com morbimortalidade significativa pouco
maior.®

Os endoleaks tipo Il indicam intervencdo quando ha aumento do saco
aneurismatico maior que 10 mm em um ano. Ha diversas formas de abordar essa
complicagdo, como embolizacdo transarterial do vaso responsavel pelo endoleak,
puncdo do saco aneurismatico guiado por fluoroscopia ou por tomografia

computadorizada e ligadura cirlirgica aberta ou videolaparoscépica.106.107
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O endoleak tipo Ill promove pressurizacdo direta do saco aneurismatico, o
que eleva o risco de rotura e, consequentemente, quando identificada, a
reintervencdo precoce € necessaria. Pode ser corrigido por técnica endovascular
com implante de extensdo ou cuff coaxial a endoprétese prévia ou conversado para
endoprétese monoiliaca com enxerto femoro-femoral cruzado.

O endoleak tipo IV ndo se relaciona a aumento do risco de rotura do
aneurisma e ndo ha indicacédo de intervencédo, desde que excluidas outras causas,
antes de se estabelecer o diagnéstico definitivo.197

O endoleak tipo V, em curto prazo, ndo parece estar associado com ruptura,
porém em longo prazo pode cursar com aumento desse risco. A pressurizacdo do
saco aneurismatico poderia levar a degeneracdo das areas de fixacdo da protese,
precipitando degeneracées precoces dos colos e endoleaks.'®? A intervencdo esta
indicada quando h& expanséo do saco aneurismatico maior que 10 mm em um ano
com o uso de cuffs ou extensdo coaxial a endoprétese prévia ou conversado para

cirurgia aberta.107.133

2.7 Seguimento

A recomendacdo para os pacientes submetidos a EVAR é angiotomografia
com um més, trés, seis e doze meses durante o0 primeiro ano de pos-operatorio.
Apo6s o primeiro ano, a tomografia computadorizada é recomendada anualmente e
como alternativa, a ultrassonografia com Doppler se nenhuma anormalidade for
detectada nesse periodo.1®

O risco de ruptura de aneurisma € de 0,7% de um a 24 meses apdés o EVAR
bem-sucedido. Além disso, apos a exclusdo endovascular, ainda ha 30% a 40% dos
casos em que endoleak persistente, associado a pressurizagdo continua do saco,
crescimento do aneurisma e risco aumentado de ruptura esta presente no
seguimento de um ano.

A vigilancia ao longo da vida é obrigatoria apés EVAR, com ultrassonografia
ou angiotomografia. H4 estudos comparando esses dois procedimentos sugerindo
que a sensibilidade e a especificidade sdo equivalentes.3* Por outro lado, estudos

mais recentes sugerem que a ultrassonografia sozinha tem baixa precisao
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diagnoéstica em relacdo a tipos especificos de endoleaks'®®, e torna, em alguns
centros, a tomografia com contraste iodado o método de escolha devido ao seu
rapido tempo de aquisicéo e alto valor diagnéstico.3¢

A vigilancia por toda a vida com angiotomografia aumenta o risco acumulativo
de exposicdo a radiacdo e nefropatia induzida por contraste.'3”13 Uma abordagem
para melhorar a preciséo diagnoéstica do ultrassom é a realiza¢do de ultrassom com
contraste com microbolhas, que tem demonstrado ser equivalente a angiotomografia
na identificacdo do endoleak, embora possa ndo ser tdo sensivel na deteccao de
migracdo de endoproétese.3?

Outra opc¢do inclui angiorressonancia nuclear magnética, com excelente
contrastacdo de tecidos moles e auséncia de radiacdo ionizante que, de acordo com
alguns autores, demonstrou ser mais sensivel que a angiotomografia. No entanto,
técnicas de angiorressonancia sdo consideradas demoradas e caras.'*° Uma reviséo
recente das trés modalidades concluiu que o ultrassom com microbolhas era
significativamente mais sensivel e especifico do que o ultrassom com Doppler na
identificacdo de endoleak, mais preciso que angiotomografia e com precisao

semelhante a angiorressonancia.>’108

2.7.1 Metaloproteinases no seguimento endovascular

A disseminacao do tratamento endovascular de AAA trouxe preocupacao e a
necessidade de screening para a identificacdo de endoleaks decorrentes de
exclusdo incompleta do aneurisma, uma causa potencial de ruptura tardia. Isso exige
a utilizacdo de imagens de tomografia computadorizada em série durante periodo de
tempo indeterminado apds reparacdo.® A angiotomografia necessita de
administracdo de contraste e exposicao a radiacdo, um problema frente a pacientes
gue apresentam funcao renal deteriorada, bem como pequeno aumento do risco de
malignidade em funcdo dos efeitos estocasticos.”® Além disso, a importancia
biolégica de muitos endoleaks ainda ndo € conhecida, e a tomografia
computadorizada ndo elimina a dificuldade em determinar quais endoleaks requerem
intervencao adicional. Estas questbes suscitam a preocupacdo de que 0 custo em

longo prazo da vigilancia dos endoleaks poderia, potencialmente, superar 0s
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beneficios do EVAR. Embora uma abordagem alternativa seja util para orientar o
curso do seguimento clinico, um marcador sorolégico confiavel da doenca de
aneurisma persistente pode ajudar a preencher essa necessidade.?®

E descrito na literatura que varios biomarcadores circulantes estéo
associados a presenca de AAA, como marcadores de trombose, inflamacgédo e
degradacdo da matriz.” O reaparecimento dessas enzimas na circulacdo periférica
pode sinalizar o desenvolvimento de pressurizacdo continua do saco e a recorréncia
do aneurisma.

Teoricamente, o aumento da producdo de MMPs dentro da parede do
aneurisma pode transbordar para a circulagdo sistémica. Essas proteases podem
desempenhar papel critico na evolucdo do AAA em direcdo ao alargamento e a
ruptura. As MMPs plasméticas também podem ser marcadores bioquimicos Uteis
para avaliar a eficacia do tratamento cirdrgico ou intervencionista.’*

Durante o EVAR, 0 saco aneurismatico € mantido com progressiva regressao.
Apesar de sua baixa mortalidade e morbidade, € caracterizado por alta frequéncia
(17-26%) de endoleak. A manutencdo do saco residual é exposta ao fluxo sanguineo
e predispde a recorréncia e ruptura do aneurisma em casos de endoleak.
Tomografia computadorizada seriada constitue a base de diagnoéstico e vigilancia de
endoleak. Essa tatica aumenta muito o custo de tratamento endovascular.’

Postula-se que a perfusdo continua do saco aneurismatico em pacientes com
endoleak perpetua a remodelacdo da parede aodrtica, resultando em liberacdo de
MMPs na circulacdo, e € premissa para promover a liberacdo de MMPs na
circulacdo, assim como predmbulo para especulacbes para terapia farmacoldgica
nos pacientes assintomaticos com pequenos aneurismas.8?

A literatura confirma que os niveis plasmaticos de MMP-9 apos EVAR bem-
sucedido diminuiu dos valores basais em um més, trés ou seis meses de
seguimento, mas em pacientes com endoleak, esses niveis aumentaram
significativamente em um més, trés e seis meses de seguimento ou reduziram em
um més e trés meses, comparado com a linha de base ou com os controles.” 141142

As MMPs podem ser utilizadas como marcadores plasmaticos em pacientes
com AAA; pois, primeiro, estao significativamente elevadas nesses pacientes em

comparacdo com controles saudaveis. Segundo, em pacientes tratados com
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sucesso por EVAR, os niveis plasmaticos de MMPs, durante o acompanhamento,
diminuiu para nivel semelhante ao de poés-tratamento cirlrgico convencional.
Terceiro, 0 aumento dos niveis de MMP apés a exclusdo por EVAR pode auxiliar na
identificacdo de pacientes que apresentem endoleak perienxerto durante o
seguimento com consequente pressurizacao continua do saco e possivel expansao
do aneurisma. Quarto, a diminuicdo dos niveis de MMPs durante o seguimento
indica excluséo efetiva do aneurisma por EVAR.143

Hellentthal et. AL.°, Sangiorgi et al.2*3 e Lorelli et al.'** sugeriram gue os niveis
plasméticos de MMP-9 podem ser utlizados para monitorar 0 sucesso dos
procedimentos de EVAR.

Um biomarcador ideal para deteccdo de endoleaks devera ter alta
sensibilidade, bem como alta especificidade para excluir individuos sem endoleak e
também ser capaz de discriminar os tipos de endoleak.’

Os procedimentos, convencional ou endovascular, permanecerdo como
padrdo ouro para o tratamento de aneurismas. Com o aprimoramento tecnoldgico
das endoproteses e o arrojo de se tentar tratar aneurismas cada vez mais
complexos, novas complicacbes surgirdo. Para mitigar ou antecipar essas
complicagBes faz-se necessario compreender a fisiopatologia do aneurisma em nivel
molecular por meio de biomarcadores. O reaparecimento dessas enzimas na
circulacao periférica pode sinalizar o desenvolvimento de pressurizacdo continua do
saco e recorréncia do aneurisma. Por fim, o estudo de microRNAs e marcadores
inflamatorios sera importante para, além de se compreender o papel de remodelacao
do saco aneurismatico, avaliar a fisiopatologia dos endoleaks e, consequentemente,

propor tratamento intervencionista precoce.
2.7.2 MicroRNAs no seguimento endovascular

Devido a sua funcéo reguladora genética e sua alta estabilidade em fluidos
biolégicos, os mMiIRNAs tém sido destacados como candidatos ideais para
biomarcadores nao invasivos. Embora alguns miRNAs tenham sido descritos como
regulatorios em modelos ou tecidos humanos de AAA, comparativamente, poucos

estudos existem até o momento estabelecendo seus papéis funcionais na doenca.



Revisdo de Literatura | 66

O microRNA circulante pode afetar as células endoteliais vasculares, que
amortecem todo o sistema circulatério e desempenham papel fundamental na
manutencdo da homeostase. Por exemplo, o endotélio regula o tdnus vascular, a
atividade plaquetaria, adeséo leucocitaria e angiogénese. O papel do endotélio é
exercido por meio da producdo de 6xido nitrico e outros fatores reguladores, bem
como pela presenca de receptores ligados a membrana para numerosas

moléculas.193

2.8 Hipotese

Apesar do grande interesse e da literatura florescente nos altimos anos, o uso
de biomarcadores circulantes para detectar complicacdes do EVAR ainda é limitado
na pratica clinica devido a disponibilidade restrita do método, falta de
recomendacBes em diretrizes secundarias e de estudos de correlacdo mais
aprofundados. Para superar essas limitacdes, a metodologia utilizada para estudar o
desenvolvimento e progressdo do AAA deve ser traduzida também para o cenario
endovascular para apoiar o uso de biomarcadores no diagnostico precoce de
complicacBes, como por exemplo, os endoleaks. Um potencial biomarcador inédito
na clinica para o seguimento de pacientes submetidos a técnica endovascular
melhoraria os programas de vigilancia apés a alta hospitalar, com eventual uso

personalizado de tomografia computadorizada.'4®
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo dos niveis plasmaticos dos miR-181b, miR-21, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em pacientes com AAA antes e apos o0 EVAR.

3.2 Objetivos especificos

1. Quantificacdo sérica da expressdo dos miR-181b, miR-21, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 e TIMP-2;

2. Avaliar a resposta da concentracdo sérica dos miR-181b, miR-21, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 apdés EVAR de AAA,

3. Correlacionar a expressao sérica dos miR-181b, miR-21, MMP-2, MMP-9,

TIMP-1 e TIMP-2 com os diversos materiais de endoproteses existentes;

4. Correlacionar o diametro do AAA com a expressdo dos miR-181b, miR-21,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2,;

5. Correlacionar endoleaks com a expressao dos miR-181b, miR-21, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2.



4. Casuistica e Metodos
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4.1 Considerac0es éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP), Processo n° 82522018.0.0000.5440 (Anexo).

Todos os participantes receberam orientagbes sobre a natureza do estudo,
seus objetivos e beneficios. Foram ainda informados que a pesquisa nao lhes
acarretaria riscos, ou despesas adicionais, e que a ndo aceitacdo ndo implicaria em
qualquer prejuizo do tratamento. Foram incluidos aqueles que concordaram em
participar do estudo e espontaneamente assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Apéndices A e B).

4.2 Populacéo do estudo

Para o grupo de estudo foram incluidos 47 pacientes (independente de grupo
étnico, idade e sexo), submetidos a EVAR de AAA no periodo de maio de 2018 a
fevereiro de 2020, selecionados a partir de casos atendidos no Ambulatério de
Cirurgia Vascular e Endovascular do HCFMRP-USP. As dosagens dos miRNAs
avaliados foram realizadas da seguinte forma: A) dosagem sérica pré-operatoria (24
horas antes do procedimento cirdrgico), através de veia periférica e B) dosagem
sérica através de veia periférica com seis meses de pos-operatorio. Esses pacientes
realizaram exames de vigilancia (angiografia da aorta total por tomografia
computadorizada ou por ressonancia nuclear magnética) em trés momentos: um
més, seis e doze meses apos o procedimento cirdrgico, objetivando a investigacao
de endoleaks e/ou alteracdes na morfometria do saco aneurismatico. Para o grupo
controle, foram selecionados 10 pacientes (independente de grupo étnico, idade e

sexo), nao portadores de AAA, pareados por idade e sexo com o grupo estudo.

4.2.1 Critério de inclusao

Foram incluidos no presente estudo pacientes com diagnéstico de AAA
infrarrenal/iliacas elegiveis para correcdo endovascular padrdo, respeitando as
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indicacdes de tratamento vigentes na atualidade - em homens diametro 25,5 cm; em
mulheres didmetro 25,0 cm; crescimento 21 cm em um ano ou 20,5 cm em seis
meses, independente do sexo; e aneurismas de iliaca comum com diametro =3 cm,

independente do sexo.

4.2.2 Critérios de excluséo

Pacientes com doencas subjacentes (psicose medicamentosa, meningites,
acidente vascular encefélico, esclerose multipla, neoplasias e doencas autoimunes),
ou que utilizam medicamentos com possibilidade de interferir na analise dos

marcadores em estudo, ou que ndo concordaram em assinar o TCLE.

4.3 Local do estudo

As dosagens dos MicroRNAs foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP). As coletas de sangue

foram realizadas na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP.

4.4 Método

4.4.1 Descri¢cao dos dispositivos

Foram utilizadas nove marcas de endopréteses diferentes: AFX™ (n=4),
endoprotese que apresenta esqueleto metalico de cromo-cobalto revestido com e-
PTFE, fixacdo anatdmica (fixagcdo da bifurcacdo da endoprétese na bifurcacdo da
aorta); GORE® EXCLUDER® (n=2), endoprétese que apresenta esqueleto metalico
de nitinol revestido com e-PTFE, bimodular com fixacdo proximal passiva (sem
farpas ou ganchos de fixacéo direta a parede da aorta); MEDTRONIC® ENDURANT®
(n=18), endoprotese com esqueleto metalico de nitinol revestido com poliéster,
bimodular com fixagdo proximal ativa (com farpas de fixacdo direta & parede da
aorta); APOLLO (n=2), endoprétese que apresenta esqueleto metalico Niquel-Titanio
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revestido com E-PTFE, bimodular com fixacdo proximal ativa; COOK® ZENITH®
(n=5) endoprotese com esqueleto de aco inoxidavel revestido com poliéster,
trimodular com fixacdo proximal ativa, ANACONDA™ (n=8), endoprétese que
apresenta esqueleto de nitinol revestida com poliéster, reposicionavel, trimodular
com fixacdo proximal ativa; BRAILE (n=2), endoprotese com esqueleto metélico de
nitinol revestido com poliéster, bimodular com fixacado proximal ativa (sem farpas de
fixacdo direta a parede da aorta); INCRAFT (n=5), endoprétese com esqueleto
metalico de nitinol revestido com poliéster, bimodular com fixacdo proximal ativa
(com farpas de fixacao direta a parede da aorta) e Aortic (Inside) (n=1), endoprétese
que apresenta esqueleto metélico Niquel-Titanio revestido com E-PTFE, bimodular
com fixacao proximal ativa.

A variedade de endoproéteses utilizadas se justifica pela variabilidade da
anatomia de cada aneurisma, sendo selecionada a endoprétese mais adequada
para cada caso.

4.4.2 Realizacdo do procedimento e liberacdo do dispositivo

Os procedimentos foram realizados por equipe treinada em cirurgia
endovascular, da Divisdo de Cirurgia Vascular e Endovascular do HCFMRP-USP.
Os procedimentos foram realizados em centro cirargico, utilizando-se arco cirdrgico
GE/OEC 9900 ELITE, sob anestesia geral, utilizando-se a via de acesso femoral
bilateral para entrega e liberacdo dos dispositivos. Administrou-se heparina nao

fracionada (5.000 unidades) no intraoperatorio, logo apos a colocacéo do introdutor.

4.4.3 Acompanhamento pos-operatorio

Todos os pacientes foram acompanhados no mesmo ambulatério, com
retornos agendados para um més, seis e doze meses (sendo que o paciente teve
livre acesso ao ambulatorio, se necessario). Nas consultas de retorno, foram
submetidos a exame clinico realizado por um dos integrantes da equipe, cirurgiao
vascular capacitado. Esses pacientes realizaram exames de vigilancia (angiografia

da aorta total por tomografia computadorizada ou por ressonancia nuclear



Casuistica e Métodos | 73

magnética) em trés momentos: um més, seis e doze meses apdés o procedimento
cirdrgico, objetivando a investigacdo de endoleaks e/ou alteracbes na morfometria

do saco aneurismatico.

4.4.4 Colheita do material

Os voluntéarios da pesquisa preencheram uma ficha de entrevista clinica e
assinaram o TCLE, previamente a coleta da amostra de sangue. ApOs o
preenchimento dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram submetidos a coleta de
sangue através de veia periférica (30 mL), distribuidos em aliquotas: 1) MMP
(Plasma), em tubo com tampa verde, contendo EDTA, o sangue foi centrifugado a
5200 rpm por 10 minutos a 4°C, e separado em tubo ependorf (uma aliquota de mais
ou menos 1 mL) e congelado a -70°C; e 2) MicroRNAs, em tubo com tampa verde,
contendo EDTA, sangue total congelado a -80°C. As amostras ficaram armazenadas

até o momento das analises.

4.4.4.1 microRNAS

4.4.4.1.1 Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA, as amostras de sangue foram coletadas em tubos
BD Vacutainer® com EDTA e centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, sendo o
plasma transferido para um tubo Eppendorf® de 2,0 ml. A extracdo do RNA total das
amostras de plasma foi realizada utilizando-se o RNeasy Mini Kit (QIAGEN®), com
protocolo adaptado a partir das orientacdes do fabricante. Em um tubo falcon estéril
e livre de RNase de 15 mL, foram adicionados 4 mL de Trizol® LS Reagent®
(Invitrogen®, EUA) a 400 uL de plasma. Em seguida, o material foi deixado em
repouso por cinco minutos em temperatura ambiente, sendo adicionados 800 ul de
cloroféormio (proporcdo 1:5 da quantidade inicial de Trizol®), agitando-se
vigorosamente por 30 segundos. Apds deixar 0 material em repouso por trés minutos
em temperatura ambiente, centrifugou-se a 4°C por 15 minutos a 12.000 g. Ao final
da centrifugacdo havia um sistema de trés fases: incolor=RNA, branco=DNA,
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vermelho=proteina. A fase incolor foi transferida para outro tubo falcon de 15 ml,
adicionando-se 1,5 vezes o volume obtido da fase incolor de etanol 100%, agitando-
se vigorosamente a amostra. Em seguida, foram adicionados 700 pl dessa solucao
na coluna RNeasy MinElute Spin®, centrifugando as amostras por 15 segundos a
8000 g. O liquido resultante foi descartado, sendo repetido o passo anterior com 0
resto da solucdo até o final da mesma, sempre descartando o liquido resultante.
Posteriormente, foram adicionados 700 pl de Buffer RWT do Kit em cada coluna,
centrifugando novamente a amostra por 15 segundos a 8000 g, sempre descartando
o liquido resultante. Na sequéncia, foram adicionados 500 yl de Tampdo RPE
(Buffer RPE do Kit) em cada coluna, centrifugando também em rotagéo >8000 g por
15 segundos, descartando o liquido resultante. Adicionaram-se 500 ul de Tampao
RPE (Buffer RPE do Kit) em cada coluna, centrifugando também em rotacdo >8000
g, desta vez por dois minutos, descartando o liquido resultante. Centrifugou-se com
0 maximo da centrifuga por um minuto, descartando o liquido resultante. Apds a
troca do tubo coletor da coluna por um tubo Eppendorf® de 1,5 mL, foram
adicionados 30 pl de agua RNA-free. Centrifugou-se em rotacdo >8000 g por um
minuto. Esse material foi, em seguida, aliquotado, identificado e armazenado a
-80°C.

Para a verificacdo da integridade do RNA obtido das amostras (tecido de
corpo cavernoso e plasma dos animais dos grupos experimentais) foi utilizado o
equipamento Thermo Scientific NanoDrop® 2000, um espectrofotdmetro que fornece
a concentragcao de RNA em uma amostra de 1 a 2 pl. Além da concentracao, este
aparelho fornece valores de razao referentes a pureza das amostras (razao
260/280).

4.4.4.1.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) para miRNA

Foi realizada transcricdo reversa utilizando o kit comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Para a sintese do cDNA do
MIiRNA para cada 5 ng de RNA, foram adicionados 0,75 pl de RT Buffer, 0,075 pl de
dNTP’s, 1,5 ul de primers especificos (miRNAs ou controle endégeno) e 0,5 ul da
enzima MultiScribeTM, 0,094ul de RNase out (1.9U), completando com agua DEPC
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para um volume final de 7,5 pyl. As amostras foram levadas para um termociclador
por 30 min a 16°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C e resfriadas a 4°C, posteriormente
foram armazenadas em freezer a -20°C. Antes de utilizar o cDNA sintetizado na

reacao de PCR em tempo real, o mesmo foi diluido 1:4 em agua DEPC.

4.4.4.1.3 RQ-PCR dos microRNAs

O método de PCR em tempo real foi utilizado para confirmacéo da expressao
diferencial dos miRNAs. Para a analise quantitativa da expressao, foram utilizados
os sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems).

Considerando-se as diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA
utilizadas nas reacdes, os valores de Threshold cycle (Ct), determinados para as
diferentes amostras, foram normatizados. O Ct determinado para uma amostra foi
subtraido do Ct determinado para um house-keeping (neste caso o U6) na mesma
amostra, originando o chamado ACt. Assim, o nimero de ciclos que separou o ACt
de uma amostra do ACt do calibrador, neste caso, utilizou a média das amostras do
grupo controle, tendo como resultado AACt. Esta diferenca, em termos de nivel de
expressao génica relativa, foi obtida de forma aproximada, aplicando-se a formula 2
AACt.

As reacdes de amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
guantitativo em tempo real (RQ-PCR) foram realizadas em duplicata numa placa de
96 pocos, utilizando o reagente especifico Tagman Master Mix (Applied Biosystems,
EUA). A reacao obteve volume final de 10 pl, utilizando 5 pyl do mesmo reagente 0,5
pl de cada sonda especifica e 4,5 ul de cDNA diluido. Um aparelho de detecgao de
PCR em tempo real 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi
utilizado juntamente com o software 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) para a obtenc¢ao dos valores de Ct.

As condicdes padréo de amplificacdo foram 95°C por 10 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto (anelamento e
extensdo simultanea). Os dados foram entdo exportados para planilhas do software

Excel para célculo dos valores de 2CT, Foi estabelecido threshold de 0,1 para o
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enddogeno e também para os miRNAs avaliados e o desvio entre as amostras

considerado foi de até 0,5.

4.4.4.1.4 Metaloproteinases e inibidores das metaloproteinases

As amostras de sangue foram colhidas em tubos contendo EDTA como
anticoagulante, centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
obtido foi coletado e armazenado a -80°C para a realizacdo dos ensaios. No ensaio,
as amostras de plasma foram diluidas 50 vezes para a determinacdo da MMP-2,
1000 a 2000 vezes para a MMP-9 e 200 vezes para a TIMP-1 e TIMP-2.

4.4.4.1.5 Determinacao de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

A determinagéo plasmatica de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 foi realizada
por ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA), conforme instru¢des dos kits de
guantificacdo (DuoSet ELISA - R&D Systems). A etapa final do ensaio foi realizada
em um leitor de microplacas VERSAmax (Molecular Devices), os valores de
densidade 6ptica foram lidos a 450 nm e calculados a partir de uma curva padréo de
quatro parametros (4-PL) com o auxilio do software SoftMax Pro v5. Os resultados
obtidos foram expressos em ng/mL para a MMP-2 e em pg/mL para MMP-9, TIMP-1
e TIMP-2.

4.45 Morfometria do aneurisma

Foi utilizado o programa Osirix 32-bit para obtencdo das medidas do
aneurisma, que foram plotadas em diagrama confeccionado previamente. As
afericdes foram realizadas em quatro momentos (pré-operatério, e um més, seis e

doze meses apos o procedimento cirlrgico).
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4.5 Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram apresentadas com frequéncias absolutas e
relativas. A associacdo entre variaveis categoricas foi avaliada com o teste exato de
Fisher ou teste da razao de verossimilhanca.

O teste de Kolmogorov-Smiornov foi utilizado para avaliar se a distribuicdo
das varidveis quantitativas seguia a distribuicAo normal. As variaveis foram
apresentadas com medianas (percentil 50%) e intervalo interquartilico (percentil 25 e
75%). As variaveis foram comparadas entre grupos com o teste de Mann-Whitney e
entre momentos (pré x um més, pré x seis meses, ou Um MEés x seis meses) com o
teste dos sinais de Wilcoxon. Foram apresentados em graficos de desenho
esquematico (Boxplot).

Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. Para os célculos e
graficos foi utilizado o sistema IBM SPSS Statistics for Windows, V. 18.0 (Armonk,
NY).
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5.1 Casuistica

Foram tratados 47 pacientes com AAA por técnica endovascular. A maioria
dos pacientes era do sexo masculino e tabagista. Desses, 10 (21,27%)
apresentaram endoleak no pés-operatério de seis meses. Todos 0s procedimentos
foram realizados sob anestesia geral, ndo sendo necessaria a exclusdo de nenhum
desses pacientes. As variaveis relacionadas aos dados demograficos dos pacientes

nao mostraram significancia estatistica (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados relacionados a demografia e ao aspecto clinico dos pacientes

Estudo com endoleak Estudo sem endoleak
Variavel P
n=10 n=37

Idade (anos), mediana (11Q) 72 (67 - 79) 70 (66 - 78) 0,754¢
Peso(kg), mediana (11Q) 76 (65 - 92) 75 (67 - 88) 0,677¢
Altura(m), mediana (11Q) 1,72 (1,69 - 1,76) 1,67 (1,64 -1,73) 0,118¢
IMC (kg/m?), mediana (11Q) 26 (23 - 30) 27 (24 - 30) 0,856¢
Sexo (masculino) 9 (90%) 32 (86,5%) 1,000
Etnia 0,280°

Branca 10 (100%) 32 (86,5%)

Parda 0 (0%) 2 (5,4%)

Negra 0 (0%) 3 (8,1%)
Tabagismo (cigarros/dia), mediana (11Q) 20 (5 - 40) 20 (10 - 20) 0,663¢
Angulagéo do Colo 0,6302

<60° 8 (80%) 32 (86,5%)

>60° 2 (20%) 5 (13,5%)
Marcas Endoprotese 0,262

AFX 0 (0%) 4 (10,8%)

Anaconda 2 (20%) 6 (16,2%)

Aortic 1(10%) 0

Apollo 1(10%) 1(2,7%)

Braile 1 (10%) 1(2,7%)

Cook 0 (0%) 5 (13,5%)

Gore 0 (0%) 2 (5,4%)

Incraft 1 (10%) 4 (10,8%)

Medtronic 4 (40%) 14 (37,8%)
Tipo revestimento 0,6642

e-PTFE 2 (20,0%) 8 (21,6%)

Poliéster 8 (80,0%) 29 (78,4%)

continua
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concluséo
) Estudo com endoleak Estudo sem endoleak
Variavel
n=10 n=37

Volume de contraste(mL)* 145 (115 - 200) 120 (100 - 150) 0,233¢
Radiag&o (tempo escopia/seg)* 1702 (1409 - 2030) 1569 (1261 - 2194) 0,649¢
Radiacéo (dose acumulada/mgy)* 368 (244 - 445) 337 (232 - 429) 0,687¢
Tempo Cirtrgia(min)* 120 (110 - 148) 123 (106 - 173) 0,696¢
Diametro colo Proximal(cm)* 2,55 (2,33 -2,73) 2,30 (2,10 - 2,50) 0,047¢
Didmetro maximo colo distal direita (cm)* 1,45 (1,15 - 1,53) 1,30 (1,13 - 1,50) 0,462¢
(Dciri;rletro maximo colo distal esquerda 1,20 (1,20 - 1,43) 1,30 (1,00 - 1,50) 0.844¢
Comp colo proximal (cm)* 2,65 (2,08 - 3) 2,90 (2,03 - 3,90) 0,593°¢
diametro do trombo no AAA* 0(0-22) 0 (0-30) 0,298¢
Oversize colo proximal (%)* 20 (14 - 20) 20 (15 - 20) 0,829°¢
Oversize colo distal Direito (%)* 18 (10 - 20) 20 (20 - 20) 0,044¢
Oversize colo distal esquerdo (%)* 18 (10 - 20) 20 (20 - 20) 0,044¢
Numero Artérias Lombares* 4(3-5) 4(2-5) 0,635¢
Diametro A, Lombar(cm)* 0,25 (0,20 - 0,30) 0,20 (0,20 - 0,30) 0,853¢
Diametro AMI (cm)* 0,3(0-0,3) 0,2(0-0,3) 0,540¢
Trombose (%) 0,875

0 7 (70%) 28 (77,8%)

25-50 2 (20%) 5 (13,9%)

>50 1 (10%) 3 (8,3%)
Perda de Sangue(mL)* 270 (190 - 313) 290 (200 - 358) 0,686¢
Endoleak (6 meses) 9 (90%) 0 (0%) <0,0012
tipo

1A 1 (10,0%) 0 (0%)

IB 1 (10,0%) 0 (0%)

A 5 (50,0%) 0 (0%)

1B 3 (30,0%) 0 (0%)

*Mediana (intervalo interquartilico) a: teste exato de Fisher; b: teste da razdo de verossimilhanca,
c: teste de Mann-Whitney. 11Q: intervalo interquartilico.

5.2 PCR qualitativo de miRNA plasmatico no pré-operatorio e ap0s seis meses
de pbs-operatorio

Os miR-21 e miR-181-b em pacientes com AAA, antes do tratamento

endovascular, se mostraram elevados comparados ao grupo controle,

respectivamente, 2,76x e 3,86x (p<0,05). Além disso, apresentaram reducdo de sua

expressao apos seis meses de pos-operatorio (Tabela 2; Gréaficos 1 e 2).
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Tabela 2 - PCR qualitativo plasmatico miRNA do grupo controle, pré-operatério e apos seis

meses de pds operatdrio

Variavel Controle Estudo (pré) Estudo (seis meses)

Mediana (1Q) (n=10) (n=47) (n=47) P P2 Ps
Micro RNA 21 1,50 (0,29 - 3,62) 4,15 (1,36 - 13,66) 3,80 (1,23 - 16,21) 0,034 0,049 0,049
Micro RNA

181 1,45 (0,96 - 2,77) 5,60 (1,20 - 20,09) 3,83 (1,95 - 6,15) 0,025 0,010 0,010

P1 [comparacdo Controle x Estudo (pré)]: teste de Mann-Whitney; P2 [comparac¢do Controle x Estudo
(seis meses)]: teste de Mann-Whitney; P3 [comparacéo Estudo (pré) x Estudo (seis meses)]: teste dos

sinais de Wilcoxon. 11Q: intervalo interquartilico.

Gréfico 1 - Desenho esquematico (boxplot) de micro RNA 21, segundo 0s grupos controle e

estudo (momentos pré e seis meses).

400
300 *
=
=T
-
& 200
[=]
S *
=
*
a*
100
¥
8
(s}
G . —

|

Controle Estudo (pre)

Estudo (6 meses)



Resultados | 82

Gréfico 2 - Desenho esquemaético (boxplot) de micro RNA 181-b, segundo os grupos
controle e estudo (momentos pré e seis meses).
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5.3 Analise de MMP plasmético no pré-operatério e apos seis meses de poés-
operatorio

As MMP-2 e MMP-9 apresentaram elevacdo de sua expressdo apos seis
meses de pos-operatorio (Tabela 3; Gréficos 3 e 4).

Tabela 3 - Nivel plasmético MMPs grupo controle, pré-operatorio e apds seis meses de pos-

operatorio
Variavel Controle Estudo (pré) Estudo (seis meses)
P1 P> P3
Mediana (11Q) (n=10) (n=47) (n=47)
MMP-2(ng/ml) 374 (331 - 411) 366 (323 - 433) 436 (393 - 504) 0,867 0,003 0,003
) 1806842 (1519842 - 2764326 (1650344 - 3320696 (1493512 -
MMP-9(pg/ml) 2576244) 4306912) 5098956) 0102 0126 0,126

P1 [comparacdo Controle x Estudo (pré)]: teste de Mann-Whitney; P2 [comparacdo Controle x Estudo (seis
meses)]: teste de Mann-Whitney; Ps [comparacdo Estudo (pré) x Estudo (seis meses)]: teste dos sinais de
Wilcoxon. 1IQ: intervalo interquartilico; ng/ml: nanograma por ml; pg: picograma por mi
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Gréfico 3 - Desenho esquemético (boxplot) de MMP-2, segundo 0s grupos controle e
estudo (momentos pré e seis meses)
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Gréfico 4 - Desenho esquematico (boxplot) de MMP-9, segundo os grupos controle e
estudo (momentos pré e seis meses)
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5.4 Analise de TIMP’s plasmatico no pré-operatdrio e apds 6 meses de pos-
operatoério

Os TIMPS-1 e TIMPS-2 apresentaram elevacao de sua expressao apos seis

meses de pos-operatorio (Tabela 4; Gréaficos 4 e 5).

Tabela 4 - Nivel plasmatico TIMPs grupo controle, pré-operatério e apos seis meses de pos-

operatorio
Variavel Controle Estudo (pré) Estudo (seis meses)
Py P> P3
Mediana (1IQ) (n=10) (n=47) (n=47)
(T[:g’}fn'l)l 132357 (99515 - 152834) 150318 (134823 - 107189) 189566 (139233 - 233892) 0,054 0,014 0,014
(T;g”,fﬂ]f 92603 (83047 - 107185) 102676 (89406 - 117338) 117375 (102095 - 133995) 0,224 0,002 0,002

P1 [comparacdo Controle x Estudo (pré)]: teste de Mann-Whitney; P> [comparacdo Controle x Estudo (seis
meses)]: teste de Mann-Whitney; P3 [compara¢@o Estudo (pré) x Estudo (seis meses)]: teste dos sinais de
Wilcoxon. 11Q: intervalo interquartilico; pg:picograma por ml.
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Gréfico 5 - Desenho esquematico (boxplot) de TIMP-1, segundo 0s grupos controle e
estudo (momentos pré e seis meses).
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Gréfico 6 - Desenho esquemético (boxplot) de TIMP-2, segundo 0s grupos controle e
estudo (momentos pré e seis meses)
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5.5 Analise de microRNA, MMP e TIMP plasmético nos grupos com e sem
endoleak pré-operatério e seis meses de pds-operatédrio

Os microRNA-21, microRNA-181-b, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 nao
apresentaram alteracdo significativa das suas expressdes apos seis meses de pos-

operatorio (Tabela 5).
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Tabela 5 - Analise de microRNAs, MMPs e TIMPs nos grupos com e sem endoleak pré-
operatdrio e apds seis meses de pds-operatério

Estudo com endoleak

Estudo sem endoleak

Variavel Mediana (11Q) pec
n=10 n=37
Micro RNA 21
Pré 8,29 (1,12 - 19,88) 4,12 (1,05 - 12,73) 0,621
6 meses 4,88 (0,53 - 18,7) 3,59 (1,30 - 12,68) 0,835
p (pré x seis meses)*** 0,799 0,792
Micro RNA 181b
Pré 3,06 (0,81 - 29,99) 6,76 (1,27 - 19,71) 0,697
6 meses 4,40 (1,31 -9,19) 3,67 (1,96 - 5,77) 0,917
p (pré x 6 meses)*** 0,445 0,294
MMP-2 (ng/ml)
Pré 341 (286 - 411) 366 (340 - 433) 0,132
seis meses 438 (347 - 505) 434 (396 - 505) 0,435
p (pré x seis meses)*** 0,022 <0,001
MMP-9 (pg/ml)
Pré 3284647 (1108374 - 4818180) 2749133 (1969572 - 4247284) 0,938
seis meses 2826677 (1659062 - 3378612) 3336122 (1474335 - 5276627) 0,483
p (pré x seis meses) *** 0,386 0,464
TIMP-1 (pg/ml)
Pré 134315 (127503 - 148103) 165198 (139697 - 207404) 0,024
seis meses 174615 (123545 - 216289) 191211 (145643 - 236588) 0,323
p (pré x seis meses) *** 0,028 0,017
TIMP-2 (pg/ml)
Pré 95518 (81942 - 113607) 103098 (90468 - 118358) 0,232
seis meses 115890 (89781 - 129095) 118564 (102457 - 134638) 0,377
p (pré x seis meses) *** 0,017 <0,001
Diamtro (cm)
Pré 6,2 (5,7 - 7,0) 5,8 (5,5-6,6) 0,297
um més 59(5,4-7.1) 5,6 (5,2-6,4) 0,226
seis meses 59 (5,4-6,8) 53(4,9-6,1) 0,048
p (pré x 1 més) *** 0,127 0,091
p (pré x seis meses) *** 0,001 <0,001
p (um més x seis meses) *** 1,000 0,001

***Testes dos sinais de Wilcoxon. 11Q: intervalo interquartilico.
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A literatura existente sobre miRNAs e AAA ainda é muito escassa, e a
importancia biolégica ndo € clara. Os miRNAs podem mediar a repressao
translacional e degradacédo, bem como estimular a expressao do gene por ligacdo ao
RNAmM alvo, e cada miRNA pode regular centenas de alvos, sugerindo que eles
podem desempenhar papel importante na maioria das vias de sinalizagao
biolégicas.*® Os miRNAs representam uma nova camada de regulagdo precisa para
a expressdo de sequéncias especificas de genes. A importancia das vias
reguladoras miRNAs também é reforcada por uma impressionante lista de doencas
que se verificou estar associada a expressao miRNA anormal. H& evidéncias que
muitas doencgas relacionadas com a idade, inclusive AAA, estdo associadas ao
controle diminuido da sinalizacdo celular, reparacdo do DNA, respostas ao estresse
oxidativo e apoptose.!*’ Assim, o conhecimento de que miRNAs estdo envolvidos
em doencas poderia oferecer insights detalhados sobre os mecanismos e, por sua
vez, ser utilizado como biomarcadores ou alvos terapéuticos.

Em relacéo aos pacientes portadores de AAA, duas questdes de importancia
clinica se impdem: o seguimento de pacientes submetidos a EVAR para o
diagnéstico de endoleaks e qual seria a melhor propedéutica para 0s pequenos
aneurismas de aorta. Até o0 momento, o diagnostico dos endoleaks apés EVAR
depende, quase que exclusivamente, de exames de tomografia computadorizada
durante o acompanhamento; e de avaliacdo angiogréfica adicional para endoleaks
considerados relevantes, com custos de gestéo clinica adicionais e potencial risco
de lesédo renal contraste-induzida.4814°

A taxa de endoleak varia de 0% a 47%, dependendo do tipo de enxerto de
stent, selecdo do paciente, técnica de implantacdo e morfologia aédrtica.#*152 No
presente estudo, a taxa de endoleak foi de 21,27% em seis meses (um paciente com
endoleak IA, cinco pacientes com endoleak IIA, trés com endoleak 1I1B e um paciente
com endoleak IB). A presenca de endoleak pode estar associada com expansao
adicional do aneurisma, que, por sua vez, pode resultar em ruptura.®® Por isso, é
necessario o seguimento dos pacientes submetidos a EVAR para o diagnostico de
endoleaks por exames tomograficos seriados, com aumento significativo dos custos

do processo total. Além disso, a importancia biolégica dos endoleaks ainda néao é
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conhecida; e a tomografia computadorizada, em algumas situacdes, nao auxilia na
tomada de deciséo clinica, o que exige tratamento adicional.%2

Por outro lado, esforcos para limitar a taxa de mortalidade por ruptura de AAA
dependem da deteccdo precoce e reparacdo eletiva. A indicacdo para o0 reparo
eletivo € baseada principalmente no didametro méaximo do AAA acima de 5,5
cm.15415por conseguinte, o beneficio do diagnéstico precoce por rastreio de
ultrassonografias abdominais ¢é limitado porque a maioria dos AAA é
demasiadamente pequena para intervencdo no momento do diagndstico.
Atualmente, ndo ha nenhum tratamento médico estabelecido para os pequenos
AAA, no entanto, eles podem romper ocasionalmente. Se fosse possivel prever
quais AAA peguenos terdo maior probabilidade de exigir intervencdo posterior,
talvez essa intervencdo pudesse ser oferecida mais precocemente, com menos
morbidade e mortalidade, pois a idade € um dos principais fatores de risco e as
rupturas fatais durante a vigilancia poderiam ser limitadas.’®® No entanto, dois
grandes ensaios randomizados mostraram uma estratégia de reparacdo precoce
AAA ser ineficiente.18120 Consequentemente, é desejavel um modelo de risco mais
apurado, a fim de se determinarem quais biomarcadores circulantes podem
contribuir com informacdes.

No presente estudo, os miR-21 e miR-181-b foram identificados no sangue
total de pacientes sem aneurismas, com AAA e com endoleak. Houve aumento
significativo de suas expressbes antes do tratamento endovascular quando
comparadas ao grupo controle. Quando comparadas ao grupo estudo e apos seis
meses de tratamento endovascular apresentaram redugao de suas expressdes com
resultado estatisticamente significativo. Adicionalmente, as expressdes dos miR-21 e
miR-181-b ndo demonstraram correlacdo com anatomia, diametro do aneurisma ou
com os diversos tipos de dispositivos utilizados para o tratamento endovascular dos
AAA. Em relacdo as demais caracteristicas clinicas e demogréaficas, ndo foram
observadas diferencas entre os diversos fatores de risco cardiovascular.

Maegdefessel et al.'® analisaram amostras aérticas humanas de pacientes
com AAA submetidos a reparo cirirgico de uma aorta abdominal aumentada e
identificaram expressdo aumentada de miR-21 e diminuigéo da expressao de PTEN
no aneurisma, 0 que corrabora o achado do presente estudo. O miR-21 é um dos
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mMiRNAs mais comumente e acentuadamente regulados em véarias doencas
cardiovasculares, bem como em muitos canceres e possui varios alvos validados,
incluindo fosfatase e homologo de tensina (PTEN), Sprouty-1 (SPRY1), morte celular
programada 4 (PDCD4), linfoma de células B 2 (BCL2) e inibicdo dos macrofagos, o
que poderia, potencialmente, vincula-lo a patologia do aneurisma.57:158.159

Estudo realizado em murinos por Maegdefessel et al.l® sugere que a
regulacdo positiva do miR-21 € uma resposta fisiolégica a expansao aértica. Essa
resposta protetora pode ser aumentada quando estimulos deletérios como a nicotina
estdo presentes. Embora essa via endogena possa ser insuficiente para anular a
expansao adrtica, porém pode ser potencial alvo terapéutico.*®’

A modulacdo do miR-21 na doenca de AAA, segue um padrdo comum em
doencas cardiovasculares, como resposta fisiolégica protetora.'>® Por exemplo, os
peptideos natriuréticos (como o peptideo natriurético cerebral) sdo liberados do
ventriculo esquerdo do coragcdo quando ocorrem altas pressées de enchimento. Seu
principal objetivo € inibir a sobrecarga de volume e preservar a funcéo cardiaca. O
desenvolvimento de AAA leva ao aumento da expressao de miR-21 e diminui¢do da
expressdo de PTEN, resultando em resposta pro-proliferativa e antiapoptética de
células musculares lisas dentro da parede do vaso, provavelmente na tentativa de
proteger a aorta de expanséao adicional e ruptura final.13157,160

A inibicdo da via de sinalizacdo PTEN/PI3K/AKT pelo miR-21 para limitar a
expansdo do AAA, um mecanismo que ficou, particularmente, evidente quando o
miR-21 foi superexpresso por meio do tratamento com pré-miR21. Além disso, os
efeitos pro-proliferativos do PTEN regulado negativamente foram diminuidos pelo
tratamento com anti-21, bloqueando a regulagcdo positiva do miR-21 e levando a
aceleragéo acentuada do desenvolvimento de AAA e até mesmo ruptura em animais
suplementados com nicotina. Estudos anteriores indicaram que apoés a fase inicial de
recrutamento e ativacdo de células inflamatorias no modelo de AAA infundido com
elastase (até sete dias apds a infusdo), a estabilizacdo da integridade vascular
tornou-se o fator mais importante na limitacdo da expansao do aneurisma (entre os
dias 7 e 14). O papel critico da apoptose e deplecdo de células musculares lisas em
tecidos aneurismaticos humanos compromete a estrutura da parede vascular,

reduzindo a populacdo de células capazes de reparar o tecido conjuntivo e a
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estabilizacdo da parede o vaso. Portanto, a proliferacdo de células musculares lisas

e a apoptose sdo altamente afetadas pela expresséo alterada de miR-2113157 (Figura
5).

Figura 5 - Expressdo miRNA-21 e progressdo do aneurisma da aorta
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Estudos in vitro também identificaram o fator de transcricdo NF-kB como um
regulador positivo crucial da expressdo de miR-21 em células vasculares. Nicotina,
IL-6 e angiotensina Il foram capazes de induzir miR-21 por meio da regulacéo
positiva de NF-kB. Embora a inibicdo de NF-kB utilizando siRNAs contra suas
subunidades ou direcionamento direto de drogas esteja bem estabelecida in vitro,
esta permanece impraticavel para abordagens tradicionais em humanos devido a
grande variedade de funcdes de NF-kB e aos muitos processos celulares nos quais
essa transcricdo esta envolvida. Embora isso também seja um problema com os
miRNAs, a modulacdo do miR-21 parece ser uma abordagem mais viavel para
equilibrar os mecanismos determinantes da doenga, como proliferacdo e apoptose
na parede da aorta.3157

Na presente casuistica, a intervencao resultou em diminuicdo da expressao
do miR-21 estudado ap0s seis meses de pos-operatorio, sugerindo que a exclusao
do saco aneurismatico altera a expressdo do miRNA, embora quando comparado
entre os pacientes que apresentaram endoleak ndo houve diferenca estatistica.
Diante da cascata de reacdes referente ao miR-21, baldes expansiveis ou
endopréteses com eluicdo de drogas contendo pré-21 miRNAs poderiam surgir
como ferramenta promissora para desencadear a proliferacdo na parede da aorta
em pacientes humanos com doenca de AAA.

O MiR-181b € um membro da familia miR-181. Esta envolvido na
diferenciacéo de células musculares lisas aumentando genes marcadores sintéticos
e diminuindo genes relacionados a contratilidade. A perda do fendétipo contratil dos
VSMCs é um evento precoce na patologia do AAA.*° O acumulo de macréfagos, o
aumento da atividade proteolitica e a perda de proteinas da matriz sdo considerados
eventos cruciais durante a progressao e ruptura de placas ateroscleréticas e
aneurismas. 8

Di Gregoli et al.®® demonstraram, pela primeira vez, que o miR-181b exacerba
esses processos e, consequentemente, promove doencgas cardiovasculares
inflamatorias. Os autores revelaram também que o miR-181b é superexpresso em
tecidos de AAA em humanos, corroborando os dados encontrados no presente
estudo em pacientes aneurismaticos. A regulacdo negativa da expressao de miR-
181b pela entrega sistémica de antimiR-181b em camundongos ApoE-/- e LdIr-/-,
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infundidos com Angll, revelou que o anti-miR-181b suprime significativamente a
formacdo de AAA, aumenta a expressdo de elastina e colageno, facilita respostas
fibroticas e mantém a estabilidade do aneurisma.

O miR-181-b tem como principais alvos a Sirtuina 1 (SIRT1), heme
oxigenase-1 (HO-1), importina-a3 (IPOA3). A SIRT1 é uma histona desacetilase de
classe lll, altamente expressa na célula muscular lisa, e desempenha importante
papel em muitas doencas vasculares. A heme oxigenase-1 (HO-1) € uma enzima
isoforma altamente induzivel que catalisa a degradacdo do heme em mondxido de
carbono, biliverdina e ferro.%

A angiotensina Il eleva acentuadamente a expressédo de miR-181b, mas reduz
a expressao de SIRT1 e HO-1 em pesquisas com murinos. A expressao e atividade
de SIRT1 sdo notavelmente reduzidas em tecidos humanos aneurismaticos
comparados a segmentos saudaveis. A ablacdo de SIRT1 agrava a formacao de
AAA estimulada por Angll e alteracdes patoldgicas relacionadas, mas a
superexpressao especifica de SIRT1 na camada células musulares lisas inibe essas
alteracdes.®® A SIRT1 protege contra a remodelacédo vascular induzida por Angll,
rigidez adrtica induzida por dieta e aterosclerose.%! Esses resultados sugerem que
SIRT1 em VSMCs atua como alvo terapéutico para prevenir a formacdo de AAA®°
(Figura 6).
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Figura 6 - Expressdo miRNA-181b e progressdo do aneurisma da aorta
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Di Gregoli et al.® demonstraram que a inibicdo do miR-181b promove um
fendtipo de placa estavel ao restaurar a expressédo de TIMP-3 em macrofagos, que
estabiliza o AAA proporcionando o acumulo de colageno. A inibicdo do miR-181b
também aumenta diretamente a deposicao de elastina. Este duplo papel benéfico da
inibicdo do miR-181b fornece evidéncias substanciais para esta abordagem como
terapéutica para doencas cardiovasculares relacionadas a aterosclerose, incluindo
aneurismas.

O miR-181-b modula a inflamacédo vascular visando a IPOA3, uma proteina
necessaria para a translocacao nuclear do NF-xB. A superexpressao de miR-181b
inibiu a expressdo de IPOA3 e baixou a expressao do gene responsivo a NF-kB

(VCAM-1 e E-selectina) no endotélio celular. Essas descobertas indicaram que o



Discussdo | 96

miR-181b inibe a inflamacdo mediada por NF-xkB por meio da reducéo da expressao
de IPOAS3.1¢?

Neste estudo, a intervengdo resultou em diminuigdo estatisticamente
significativa da expressdo do miR-181-b avaliado apds seis meses de pos-
operatorio, sugerindo que a exclusdo do saco aneurismatico altera a expressao do
MiRNA, embora quando comparado entre 0s pacientes que apresentaram endoleak
ndo se observou diferenca estatistica. Diante da cascata de reacbes, o efeito de
uma droga anti-miR-181 reduz as expressfes SIRT1 e HO-1, promovendo maior
elasticidade e menor rigidez a parede celular, o que poderia surgir como ferramenta
promissora para pacientes com fatores de risco para aterosclerose e aneurismas.

A MMP-2 degrada a elastina e & expressa, constitutivamente, em células
musculares lisas, fibroblastos e macréfagos na camada média e adventicia e a
Angiotensina Il e CaCl2 aumentam a atividade de MMP-2 na aorta abdominal e
toracica promovendo apoptose, inflamacdo e aumento da rigidez da parede
aodrtica.*>t A MMP-9 é produzida constitutivamente por fibroblastos e células
musculares lisas e pela infiltracdo de macrofagos adventicios durante a formacéo de
AAA. O mRNA de MMP-9 e a expressao da proteina na parede adrtica e 0s niveis
plasmaticos de MMP-9 sdo significativamente maiores em pacientes com AAA.4°

Dilmé et al.'%3 relataram que quando os pacientes foram estratificados de
acordo com o didmetro maximo do AAA, os niveis dos dois transcritos de MMPs
apresentaram padrdes diferentes. Enquanto os niveis de MMP-2 foram semelhantes
em todos os grupos estratificados por diametro, o MMP-9 apresentou expressao
maxima no grupo de moderado diametro (55 e 69.9 mm). Semelhantemente,
Freestone et al.”?, em uma combinacdo de zimografia e imunotransferéncia
identificaram a MMP-2 como a principal em pequenos aneurismas, enquanto a
zimografia indicou aumento da atividade da MMP-9 em grandes aneurismas. Por
outro lado, Lorelli et al.*** ratificaram que a MMP-9 estavam elevados no tecido
aneurismatico da aorta e no plasma e levantaram a hipotese de que os niveis
plasmaticos de MMP-9 poderiam diminuir significativamente apos EVAR em até trés
meses, mas que permaneceriam elevados em pacientes com endoleaks.#
Sangiorgi et al.'*® encontraram diminuicdo continua, tanto da MMP-9 quanto da

MMP-3, apd6s a exclusdo bem-sucedida do AAA em até seis meses de
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acompanhamento. Além disso, o aumento nos niveis de MMP apos EVAR
representa marcador confiavel de excluséo ineficaz de aneurisma.4?

Em uma meta-analise, os autores identificaram associacdo positiva
significativa na concentragdo plasmatica de MMP-9 com endoleak.” Esses achados
sdo contraditérios, de acordo com Moxon et al.’®*, que ndo observaram nenhuma
relacdo entre o diagnostico ou tipo de endoleak e a concentracdo circulante de
MMP-9. Na presente casuistica, ndo houve diferenca entre as atividades de MMP-2
e MMP-9 apés seis meses de poOs-operatdrio entre pacientes com e sem endoleak
nesse periodo; mas houve aumento das MMP-2 e MMP-9 antes e ap0s o tratamento
endovascular. As razdes para esta discrepancia podem, em parte, estar
relacionadas a diferencas nas populacdes estudadas ou manuseio diferente de
amostras de sangue, avaliacdo dos métodos e permanéncia do tecido
aneurismatico.

In vivo, as MMPs séo inibidas por TIMPs, dos quais quatro tipos diferentes
foram identificados: TIMP-1, sintetizado pela maioria dos tipos de células do tecido
conjuntivo, bem como macréfagos, que atuam contra a maioria dos membros da
colagenase, estromelisina e gelatinase classes de MMPs. A superexpressdo de
TIMP-1 reduziu lesBes ateroscleréticas em ApoE/camundongos e preveniram
degeneracdo e ruptura da lamina elastica em rato modelo, substanciando, ainda
mais, o papel funcional das MMPs. Além disso, em modelos animais, a
superexpressao de TIMP-1 impediu a formacao e ruptura de aneurismas aorticos e a
interrupgcéo do gene direcionado de MMP-9 e suprimiu o desenvolvimento de AAA
experimentais.®48” No presente estudo ndo se observou diferenca entre as
atividades de TIMP-1 apds seis meses de pos-operatorio entre pacientes com e sem
endoleak nesse periodo. Mas no grupo com e sem endoleak houve aumento de
TIMP’s estatisticamente significativo. As razfes para esta discrepancia podem, em
parte, estar relacionadas a diferencas nas populacdes estudadas, permanéncia da
parede aolrtica na técnica endovascular ou manuseio diferente de amostras de
sangue, avaliacdo dos métodos e permanéncia do tecido aneurismatico.

A remodelacéo da parede aortica em AAA envolve ativacdo génica de amplo
espectro de enzimas proteoliticas, enquanto que a expressao de inibidor fisiolégico,
TIMP-2, é significativamente menor em AAA. Os TIMP-2 sdo diminuidos em AAA em
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comparacao a doenca aterosclerética e pode-se suspeitar que o equilibrio funcional
de protedlise/antiprotedlise esteja alterado em AAA. Ainda mais, TIMP-2 em baixa
concentracdo participa em associagdo com MMP-14 para a ativacdo de MMP-2,
promovendo agdo proteolitica e, consequentemente, desenvolvimento de AAA.1%°
Neste estudo ndo houve diferenca entre as atividades de TIMP-2 apds seis meses
de pés-operatoério entre pacientes com e sem endoleak nesse periodo. Mas no grupo
com e sem endoleak houve aumento de TIMP’s estatisticamente significativo. As
razdes para esta discrepancia podem, em parte, estar relacionadas a diferencas nas
populacfes estudadas, permanéncia da parede adrtica na técnica endovascular ou
manuseio diferente de amostras de sangue, avaliagdo dos métodos e permanéncia

do tecido aneurismatico.



7. Conclusoes
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A avaliacdo da expressdo dos niveis plasméticos de miR-21, miR-181-b,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em pacientes com AAA antes e ap0s o tratamento

endovascular demonstrou que:

e Houve hiperexpressdo dos miR-21, miR-181-b, MMP-2, MMP-9, TIMP-1
e TIMP-2 no sangue total de pacientes com AAA.

e Houve diminuicdo das expressfes dos miR-21 e miR-181-b apés

tratamento endovascular dos AAA.

e Houve aumento das expressdes dos MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

apos tratamento endovascular dos AAA.

e Os Diferentes tipos de materiais de endoprotese nao influenciaram na
expressdo dos miR-21, miR-181-b, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2.

e Os niveis plasméaticos dos miR-21, miR-181-b, MMP-2, MMP-9, TIMP-1
e TIMP-2 nédo apresentaram correlacdo com a variagdo dos diametros

dos aneurismas.

e Os niveis plasmaticos dos miR-21, miR-181-b, MMP-2, MMP-9, TIMP-1

e TIMP-2 ndo apresentaram correlacdo com endoleaks.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.574.900

Apresentagao do Projeto:

"O aneurisma de aorta abdominal (AAA) € uma importante causa de morbimortalidade na populagao idosa.
Atualmente a Unica forma de prevenir a rotura e o 6bito relacionado ao AAA é a intervencéo cirurgica. O
tratamento endovascular esta associado a menor morbimortalidade que o tratamento convencional, no
entanto, necessita de um seguimento com exames de imagem para confirmagao da exclusdo do saco
aneurismatico ao longo do tempo. A formagdo de um aneurisma & um processo multifatorial complexo,
envolvendo a

remodelacao destrutiva do tecido conjuntivo em todo o segmento afetado da parede da aorta. Este processo
envolve uma inflamacgao crénica local, uma diminuigdo no numero de células do musculo liso da tunica
meédia e fragmentacdo da matriz extracelular da aorta."

Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar as concentracdes plasmaticas de marcadores da degradacéo da matriz extracelular em pacientes
submetidos a correcao endovascular de AAA (EVAR) correlacionando dados do pré-operatério, evolugéo
clinica e angiotomografia com o surgimento de vazamentos e/ou alteragcdées na morfometria do saco
aneurismatico no seguimento de 6 meses.

- Caracterizar os MicroRNAs envolvidos na fisiopatologia do AAA e dos vazamentos ao tratamento
endovascular.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios parecem superar os riscos uma vez que os exames que realizados sdo exames de rotina
neste tipo de cirurgia. Além do risco de quebra de sigilo quanto aos dados dos participantes, também existe
orisco de desconforto e hematoma oriundos da puncgdo venosa. Os pesquisadores precisam incluir um item

de avaliagdo dos riscos e beneficios no projeto de pesquisa para melhor avaliagéo deste aspecto.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Metodologia Proposta:

Paciente e controle: Neste estudo, selecionaremos 50 pacientes (independente do grupo étnico, idade e
sexo) que serdo submetidos a corregcdo endovascular de AAA. Estes pacientes realizardo exames de
vigilancia (angiografia de aorta total por tomografia computadorizada ou por ressonancia nuclear magnética)
em dois momentos: 1 e 6 meses apds o procedimento cirurgico, objetivando a investigacdo de vazamentos
e/ou alteragdes na morfometria do saco aneurismatico, além de dosagens de marcadores inflamatérios e de
MicroRNAs no pré e pos operatérios (6meses). Todos os incluidos no estudo serdo selecionados a partir de
casos atendidos no Ambulatério de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP). Cabe ressaltar, que tais exames sao realizados de rotina no controle
pés-operatdrio

de todos os pacientes submetidos a correcao endovascular de AAA. Como grupo controle serédo
selecionados 30 pacientes (independente do grupo étnico, idade e sexo) ndo portadores de AAA, pareados
por idade e sexo com o grupo estudo. No grupo controle, a auséncia de aneurisma sera documentada
através da realizacao de ultrassonografia abdominal com Doppler arterial em pacientes submetidos a
screening para AAA (idade

avancada, histéria de tabagismo, sexo masculino e histéria familiar positiva).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os termos foram corrigidos de acordo com o parecer anterior emitido pelo CEP.

Recomendacgoes:

Nao ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa Versdo 2 — data: 06/03/2018
e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido- Versao 2 — data: 08/03/2018 - grupo estudo e grupo

controle, podem ser enquadrados na categoria APROVADO.
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificagao
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma objetiva e com justificativas,

para nova apreciagao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1017091 .pdf 12:57:12
TCLE / Termos de | Termo_termo_de_consetimento_versao | 08/03/2018 | TULIO FABIANO DE | Aceito
Assentimento / _2.pdf 12:56:49 |OLIVEIRA LEITE
Justificativa de
Auséncia
Outros Respostas_do_parecer.pdf 07/03/2018 | TULIO FABIANO DE | Aceito

20:53:32_|OLIVEIRA LEITE
Projeto Detalhado / |Projeto_versao_2.pdf 07/03/2018 | TULIO FABIANO DE | Aceito
Brochura 20:51:59 |OLIVEIRALEITE
|Investigador
Cronograma Cronograma_Projeto.pdf 05/03/2018 |TULIO FABIANO DE | Aceito
22:00:52 | OLIVEIRA LEITE
TCLE / Termos de | Termo_de_consentimento.pdf 26/01/2018 |TULIO FABIANO DE | Aceito
Assentimento / 14:52:43 |OLIVEIRA LEITE
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto.pdf 24/01/2018 |TULIO FABIANO DE | Aceito
Brochura 19:42:57 |OLIVEIRALEITE
Investigador
Declaracao de Carta_de_acordo_assinado.pdf 24/01/2018 | TULIO FABIANO DE | Aceito
Instituicéo e 19:39:05 |OLIVEIRALEITE
Infraestrutura
Orgcamento Orcamento_tulio_clinica_cirurgica.pdf 24/01/2018 |TULIO FABIANO DE | Aceito
19:38:45 |OLIVEIRA LEITE
Folha de Rosto Folha_rosto_instituicao.pdf 24/01/2018 |TULIO FABIANO DE | Aceito
19:37:08 [OLIVEIRA LEITE

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (GRUPO
ESTUDO)

Titulo do estudo: Avaliacdo do perfil inflamatério e de MicroRNAs como marcadores de

endoleak pos correcdo endovascular de Aneurisma de Aorta Abdominal.
Marcadores em investigacao: Quantificacdes plasméaticas MMP-9, MMP-2 e MicroRNAs.
Nome do investigador principal: Tulio Fabiano de Oliveira Leite

Instituicdo: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP).

Introducéo:

Vocé esta sendo convidado para participar de um estudo de pesquisa clinica em que
vocé cedera uma pequena amostra de sangue, cerca de trés colheres de sopa (30ml), que
serdo coletadas antes da cirurgia de correcdo do aneurisma de aorta abdominal e nas
consultas de seguimento apés o tratamento do aneurisma.

Leia este documento com cuidado e nao hesite em fazer qualquer pergunta a
qualqguer momento. Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Cabe a vocé
decidir se quer participar ou ndo. Se decidir participar, vocé recebera uma via assinada e
rubricada em todas as paginas por vocé e pelo pesquisador. Caso desista de participar,
vocé pode se retirar do estudo sem dar explicagdes, que ndo afetard o padrdo de

assisténcia médica recebida.
Natureza e objetivo do estudo:

Este estudo de pesquisa clinica esta sendo conduzido por seu médico para avaliar
algumas substancias presentes no seu sangue que séo liberadas pelo aneurisma de aorta
abdominal.

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo de pesquisa clinica porque é
portador de aneurisma de aorta abdominal que corresponde ao enfraquecimento da parede
da artéria aorta 0 que resulta na dilatacdo do vaso com riscos de rotura e de entupimento
das artérias dos membros inferiores devido a saida de coagulos que estdo dentro no

aneurisma. ~
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A correcao por dentro do vaso (endovascular) € uma cirurgia em que é feita um corte
em cada virilha e colocam-se por dentro dos vasos tubos de tecido sintético (enxerto)
suportado por um esqueleto metdlico (stent) denominado endoprotese. Essa endoprétese
desvia o sangue da regido enfraquecida do aneurisma para evitar que ele rompa.

Esta pesquisa contribuira para entender melhor os possiveis tratamentos ou

adequac0fes do tratamento do aneurisma de aorta abdominal.

Duracédo do estudo:

A sua participagdo como voluntario devera ter a duracdo maxima de 6 meses.
Procedimentos do estudo:
Marco 0: Vocé devera comparecer para internagdo 1 dia antes da cirurgia, sendo
aproveitada a oportunidade para coleta de sangue.
Marco 1 més: Vocé comparecerd novamente apds um més do procedimento para ser
submetido ao exame de imagem (tomografia ou ressonancia).
Marco 6 meses: Novo retorno sera solicitado para coleta de sangue e novo exame de

imagem (tomografia ou ressonancia).

Riscos e beneficios:

A coleta de sangue trara dor leve e pode deixa um hematoma (marca roxa) no local
da puncdo venosa. O estudo ndo trard4 beneficio direto para vocé. E possivel que esta
pesquisa possa contribuir para melhorar o tratamento endovascular do aneurisma de aorta
abdominal.

Existe uma possibilidade de que as informag¢des obtidas neste estudo possam ajudar
no desenvolvimento futuro de um novo tratamento para pacientes que sofrem da mesma
condigdo que vocé.

Custos, ndo remuneracgdo e compensagao:
Ndo havera remuneracdo e nem ressarcimento de despesas com transporte e/ou

alimentacdo, uma vez que voceé vir4 nos retornos regulares e ndo por causa da pesquisa.

Confidencialidade:

A garantia de sigilo dos seus dados, de acordo com as normas brasileiras sera

assegurada, podendo haver indenizacdo conforme as leis vigentes no pais, caso ocorra
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dano decorrente de participacdo na pesquisa. Os tubos coletados serdo numerados, sendo
de conhecimento exclusivo do pesquisador principal.

Todos os pacientes desse estudo serdo acompanhados/atendidos em suas consultas
de seguimento pelo investigador principal o qual realizara as coletas de sangue. No entanto,
existem riscos minimos de quebra de privacidade e/ou confiabilidade.

Participacéo voluntéria:

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria; vocé ndo é obrigado a
participar. Seu tratamento e relacionamento com seu médico ndo serdo afetados pela sua
decisdo de participar ou ndo deste estudo. Caso vocé se recuse a participar deste estudo,
vocé nédo sera penalizado de nenhuma forma e sua decisdo nao prejudicara qualquer

cuidado médico ao qual vocé tem direito.

Outras informagdes importantes:

O investigador principal deste estudo médico € o Dr. Tulio Fabiano de Oliveira Leite,
que pode ser encontrado no seguinte endereco: Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo — HCFMRP-USP - Av.
Bandeirantes, 3900 — 9° andar — Departamento de Cirurgia e Anatomia — Campus
Universitario — Monte Alegre — CEP: 14049-900 — Ribeirdo Preto/SP e telefone (horario
comercial) 16 3602 2593 e celular 11- 98131-4050. Comité de Etica em Pesquisa do HCRP
e FMRP-USP no seguinte telefone (horario comercial) (016) 3602-2228 pode responder

davidas referente a pesquisa caso haja algum questionamento.

1. Vocé leu ou leram para vocé o termo de consentimento livre e esclarecido para esse
estudo. Recebi todas as explicagbes sobre a natureza, objetivo, duracéo, efeitos e
riscos previsiveis do estudo, assim como sobre as minhas responsabilidades. As
minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente.

2. Vocé concordou em participar do estudo e em cooperar totalmente com o médico e
entrar em contato com ele/ela quando necessério para esclarecimento de davidas ou
dos préximos passos do estudo.

3. Vocé informou ao médico do estudo sobre todas suas doencas e medicagfes que
estd usando, além de informar sobre todas as suas consultas médicas recentes.

4. Vocé informou também ao médico do estudo sobre qualquer participacdo sua em

outros estudos clinicos no ultimo ano.
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5. Vocé entendeu que a participacdo no estudo é voluntéria e que pode se recusar a
participar ou posso sair do estudo a qualquer momento. Caso vocé se recuse a
participar deste estudo, ndo sera penalizado de nenhuma forma e sua decisdo néo
prejudicara qualquer cuidado médico ao qual tenha direito.

6. Seu prontuario médico sera utilizado para buscar dados quanto ao procedimento
cirdrgico realizado e resultado de exames de seguimento apés o tratamento.

7. Vocé receberd uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assinado e
rubricado em todas as paginas por vocé e pelo pesquisador.

8. Vocé tera livre acesso aos resultados da pesquisa.

Nome do paciente:

(a ser preenchido pelo paciente)

Assinatura do paciente:

(ou nome e assinatura do representante legal, se aplicavel)

Data:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

(se aplicavel)

Data:

Investigador / subinvestigador ou pessoa que conduziu a discussdo sobre o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, propdsito, duragéo, efeitos e riscos
previsiveis do estudo ao paciente acima mencionado.

Nome:

Assinatura;
Data:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE e ESCLARECIDO (GRUPO
CONTROLE)

Titulo do estudo: Avaliacdo do perfil inflamatério e de MicroRNAs como marcadores de

endoleak pos correcdo endovascular de Aneurisma de Aorta Abdominal.

Marcadores em investigacdo: Quantificacbes plasméaticas de MMP-9, MMP-2 e
MicroRNAs.

Nome do investigador principal: Tulio Fabiano de Oliveira Leite

Instituicdo: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo — HCFMRP-USP.

Introducéo:

Vocé esta sendo convidado para participar de um estudo de pesquisa clinica em que
vocé cedera uma pequena amostra de sangue, cerca de trés colheres de sopa (30ml).

Leia este documento com cuidado e nao hesite em fazer qualquer pergunta a
qualqguer momento. Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Cabe a vocé
decidir se quer participar ou ndo. Se decidir participar, vocé receberd uma via assinada e
rubricada em todas as paginas por vocé e pelo pesquisador. Caso desista de participar,
vocé pode se retirar do estudo sem dar explicagbes, que nado afetara o padrdo de

assisténcia médica recebida.
Natureza e objetivo do estudo:

Este estudo de pesquisa clinica esta sendo conduzido por seu médico para avaliar
algumas substancias presentes no seu sangue que séo liberadas pelo aneurisma de aorta
abdominal.

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa clinica porque ndo possui
aneurisma de aorta abdominal. As dosagens realizadas serdo comparadas com as
dosagens dos pacientes portadores de aneurisma de aorta abdominal submetidos a
correcdo endovascular do aneurisma de aorta abdominal.

Esta pesquisa contribuird para entender melhor os possiveis tratamentos ou

adequac0Oes do tratamento do aneurisma de aorta abdominal.
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Duracéo do estudo:

A sua participagdo como voluntério tera a duragdo de 1 dia.

Procedimentos do estudo:

Marco 0: Vocé deverd comparecer em consulta ambulatorial, quando sera colhida
amostra de sangue apos realizagcdo de ultrassonografia com Doppler arterial de aorta

abdominal mostrando auséncia de aneurisma de aorta abdominal.

Riscos e beneficios:

Ndo ha risco na realizagdo de ultrassonografia e ndo ha riscos quanto a
contaminagao, pois 0os materiais utilizados serdo descartaveis. A coleta de sangue trara dor
leve e pode deixar um hematoma (marca roxa) no local da pungéo.

O estudo n&o trara beneficio direto para vocé. E possivel que esta pesquisa possa
contribuir para melhorar o tratamento endovascular do aneurisma de aorta abdominal.

Existe uma possibilidade de que as informac¢des obtidas neste estudo possam ajudar
no desenvolvimento futuro de um novo tratamento para pacientes portadores de aneurisma

de aorta abdominal.

Participacéo voluntéaria:

Sua participacdo neste estudo € totalmente voluntaria. Vocé poderd decidir ndo
participar ou interromper sua participacdo no estudo em qualquer momento, sem dar razéo.
Vocé ndo sera penalizado e ndo perderd beneficios aos quais tem direito.

Seu médico ira informa-lo sobre quaisquer informagfes importantes que se tornem
disponiveis durante o estudo e que possam afetar sua vontade em continuar participando

neste estudo.
Custos, ndo remuneracdo e compensacao:
O estudo ndo requerera nenhum custo para o paciente quanto a material utilizado.

N&do havera remuneracdo e nem ressarcimento de despesas com transporte e/ou

alimentacéo.
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Confidencialidade:

A garantia de sigilo dos seus dados, de acordo com as normas brasileiras sera
assegurada, podendo haver indenizacdo conforme as leis vigentes no pais, caso ocorra
dano decorrente de participacdo na pesquisa. Os tubos coletados serdo numerados, sendo
de conhecimento exclusivo do pesquisador principal.

Outras informagdes importantes:

O investigador principal deste estudo médico é a Dr. Tulio Fabiano de Oliveira Leite, que
pode ser encontrada no seguinte endereco: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo — HCFMRP-USP — Av. Bandeirantes, 3900
— 9% andar — Departamento de Cirurgia e Anatomia — Campus Universitario — Monte Alegre —
CEP: 14049-900 — Ribeirdo Preto/SP e telefone (horario comercial) 16 3602 2593 e celular:
11- 98131-4050.

Preto/SP e telefone (horario comercial) 16 3602 2593 e celular 11- 98131-4050. Comité de
Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP no seguinte telefone (horario comercial) (016)
3602-2228 pode responder duvidas referente a pesquisa caso haja algum questionamento.

1. Vocé leu ou leram para vocé o termo de consentimento livre e esclarecido para esse
estudo. Recebi todas as explicacbes sobre a natureza, objetivo, duracéo, efeitos e
riscos previsiveis do estudo, assim como sobre as minhas responsabilidades. As
minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente.

2. Vocé concordou em participar do estudo e em cooperar totalmente com o médico e
entrar em contato com ele/ela quando necessario para esclarecimento de davidas ou
dos préximos passos do estudo.

3. Vocé informou ao médico do estudo sobre todas suas doencas e medicacdes que
estd usando, além de informar sobre todas as suas consultas médicas recentes.

4. Vocé informou também ao médico do estudo sobre qualquer participacdo sua em
outros estudos clinicos no ultimo ano.

5. Vocé entendeu que a participacdo no estudo é voluntéria e que pode se recusar a
participar ou posso sair do estudo a qualguer momento. Caso Vocé se recuse a
participar deste estudo, ndo sera penalizado de nenhuma forma e sua decisdo néo
prejudicara qualquer cuidado médico ao qual tenha direito.

6. Seu prontuario médico sera utilizado para buscar dados quanto ao procedimento

cirdrgico realizado e resultado de exames de seguimento apés o tratamento.
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7. Vocé receberd uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assinado e
rubricado em todas as paginas por vocé e pelo pesquisador.
8. Vocé terd livre acesso aos resultados da pesquisa.

Nome do paciente:

(a ser preenchido pelo paciente)

Assinatura do paciente:

(ou nome e assinatura do representante legal, se aplicavel)
Data:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

(se aplicavel)
Data:

Investigador / subinvestigador ou pessoa que conduziu a discussdo sobre o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, propdsito, duragéo, efeitos e riscos
previsiveis do estudo ao paciente acima mencionado.

Nome:

Assinatura;

Data:




