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RESUMO

MICHELON, J. B. Comparacao do perfil dos mediadores inflamatdrios, metaloproteinases
2 e 9 e seus inibidores teciduais 1 e 2 na aorta e no plasma de pacientes com aneurisma de
aorta abdominal e controles. 2021. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias — Departamento de
Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP-USP), Sao Paulo, 2021.

A fisiopatologia do aneurisma da aorta abdominal (AAA) permanece pouco conhecida. A
identificacdo dos mecanismos envolvidos no crescimento, progressao e risco de ruptura da aorta
pode trazer uma nova perspectiva de tratamento e melhorar os resultados dos pacientes. Foi
demonstrado que mediadores inflamatdrios e metaloproteinases (MMPS) 2 e 9 e seus inibidores
podem contribuir para a fisiopatologia do AAA. E amplamente reconhecido que esses
mediadores produzem respostas locais (tecido) e sistémicas (circulacdo). Portanto, neste estudo,
buscou-se caracterizar e comparar os perfis inflamatdrios, das MMP-2 e MMP-9 e de inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs) 1 e 2 na aorta e plasma obtidos de pacientes com AAA e controle.
O plasma e o tecido da aorta de pacientes com AAA (n = 31) foram obtidos durante cirurgias
convencionais de corre¢do do AAA no Hospital da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo. As amostras de controle foram obtidas de doadores de 6rgaos
sem AAA (n = 15). Os marcadores inflamatorios (IL-6, IL-8, TNFo. e TGFB) e os TIMPs 1 e 2
foram medidos por ensaio imunoenzimatico, e as MMPs 2 e 9 foram analisadas por zimografia
em plasma e aorta. Este projeto foi aprovado pelo CAAE (n.82879518.6.0000.5440). A anélise
demografica e clinica entre o grupo controle e AAA, respectivamente, mostrou que parte da
populacdo estudada é do género masculino (40% vs 84% , p = 0,002), com idade média (41 £
7,14 vs 65 + 18,51 , p = 0,0001), tabagista (26% vs 97%, p < 0,0001) e apresenta obesidade
(33% vs 0%, p = 0,0007), hipertensao arterial sistémica (33% vs 58%, p = 0,11), diabetes (6,6%
Vs 6,45%, p = 0,97) e doenca pulmonar obstrutiva croénica (6% vs 9%, p = 0,73). Os niveis de
IL-6 (p = 0,004) e IL-8 (p = 0,009) foram significativamente elevados na aorta de pacientes
AAA, mas ndo no plasma, quando comparados ao grupo controle. Os niveis de MMP-2 e MMP-
9 apresentaram aumento no plasma (p = 0,023 e p < 0,0001, respectivamente) e na aorta (p =
0,02 e p = 0,03, respectivamente) de pacientes AAA quando comparados aos controles. As
analises dos TIMPs mostraram que TIMP-1 ndo esta alterado no plasma e tecido aneurismatico,
em contrapartida o TIMP-2 esta reduzido localmente no tecido no AAA (p < 0,0001). Nossos
dados mostram que 0 AAA é caracterizado localmente por fatores de inflamacdo e MMPs-2 e
9 elevados e TIMP-2 diminuido na aorta, e niveis sisttémicos aumentados das MMPs no plasma.
Isso sugere que a resposta local na aorta € uma via importante na fisiopatologia do
desenvolvimento de AAA.

Palavras-chave:  Aneurisma de aorta abdominal. Aorta. Metaloproteinases-2.
Metaloproteinases-9. TIMP-1. TIMP-2. Mediadores inflamatdrios. Doadores de tecido.



ABSTRACT

MICHELON, J. B. The inflammatory mediators, metalloproteinases 2 and 9 and their tissue
inhibitors 1 and 2 profiles in the aorta and plasma from abdominal aortic aneurysms and
controls’ subjects. 2021. Dissertation (Masters in Medical Sciences — Department of Surgery
and Anatomy, Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo (FMRP-USP),
Séo Paulo, 2021.

The pathophysiology of abdominal aortic aneurysm (AAA) remains poorly understood. The
identification of the mechanisms involved in growth, progression, and the risk of aortic rupture
could bring a novel treatment perspective and improve patient outcomes. Inflammatory
mediators and metalloproteinases (MMPs) 2 and 9 have been shown to contribute to the
pathophysiology of AAA in humans. It is widely recognized that these mediators produce both
local (tissue) and systemic (circulation) responses. Therefore, in this study, we sought to
characterize and compare the inflammatory and MMP-2 and MMP-9, and tissue inhibitors of
MMPs (TIMPs) 1 and 2 profiles in the aorta and plasma in patients with AAA and control.
Plasma and aorta tissue from AAA patients (n=31) were obtained during conventional AAA
correction surgeries at Ribeirdo Preto Medical School Hospital-University of Sdo Paulo. The
control samples were obtained from organ donors without AAA (n=15). The inflammatory
markers (IL-6, IL-8, TNFa e TGFB) and TIMPs 1 and 2 were measured by enzyme
immunoassay, and MMPs 2 and 9 were analyzed by zymography in plasma and aorta. This
project was approved by CAAE (n.82879518.6.0000.5440). Demographics and clinical
characteristics analysis between the control group and AAA, respectively, showed gender (40%
vs 84% male, p=0.0024), mean age (41 + 7,14 vs 65 + 18,51, p = 0,0001) , smoking (26% vs
97%, p < 0.0001), and obesity (33% vs 0%, p=0.0007), and systemic arterial hypertension
(33% vs 58%, p=0.11), diabetes (6.6% vs 6.45%, p=0.97) and chronic obstructive pulmonary
disease (6% vs 9%, p=0.73). Levels of IL-6 (p=0.0042) and IL-8 (p=0.0094) were significantly
elevated in the aorta of AAA patients, but not in plasma, when compared to the control group.
MMP-2 and MMP-9 levels were upregulated in plasma (p=0.023 and p = 0.0001, respectively)
and in aorta (p=0.02 and p=0.03, respectively) of AAA patients when compared to controls.
The TIMPs-2 level was downregulated (p < 0,0001) in aorta AAA compared with control. The
TIMP-1 were not significantly different in plasma and aorta between AAA and control group.
Our data show that a profile of AAA patients is characterized by upregulated inflammation
factors and MMPs and downregulated TIMP-2 in the aorta and systemically elevated MMPs
levels. Together, our data suggest that the local response in the aorta is an essential pathway in
the pathophysiology of AAA development.

Keywords: Abdominal aortic aneurysm. Renin - angiotensin system. Matrix metalloproteinase
inhibitors. TIMP-1. TIMP-2. Tissue donors.
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1. INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E RACIONAL

As principais causas de 6bito no mundo sdo decorrentes de doengas cardiovasculares.
Estima-se que 17,9 milhGes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2016,
representando 31% de todas as mortes em nivel global (OPAS, 2021).

Dentre essas doencas, 0 aneurisma da aorta abdominal (AAA), € uma doenca vascular
que acomete mais frequentemente a populagéo idosa, com prevaléncia de 10% na populagédo na
faixa etaria acima dos 60 anos, sendo trés vezes mais prevalente no sexo masculino que
corresponde a 90 a 95% dos casos do tipo mais comum de AAA que é 0 degenerativo
(ALTOBELLI et al., 2018). Aneurisma roto € a 13° causa mais comum de morte nos EUA
sendo que a mortalidade pode chegar a 90% (GUIRGUIS et al., 2019). A estimativa é que 1%
a 2% da populacéo seja portadora de AAA (ASSIS; DUQUE, 2020).

A mortalidade por AAA foi estimada no Brasil nos anos de 2000 - 2016, e mostraram
um total de 69.513 Obitos registrados, correspondendo a taxas de 2,45, ébitos por 100.000
habitantes, sendo 65,4% homens e 34,6% mulheres com 60,6% da populacdo afetada na regido
Sudeste. As idades médias de mortalidade foram 71 anos no geral e 70 anos para homens e 72.5
anos para mulheres. A ruptura do vaso ocorreu em 64,3% dos 6bitos em que AAA foi a causa
principal e em 18 % foi uma causa associada. As causas vinculadas que prevaleceram nos
aneurismas rotos foram: choque (39,2%), hemorragias (33%) e hipertensao arterial sistémica
(HAS) (26,7%), enquanto doengas hipertensivas (29,4%) foram associadas diretamente aos
aneurismas nao rotos. Todos esses dados foram extraidos do banco de dados do Mortality
Information, os dados anuais de mortalidade por AAA (SANTO; PUECH-LEAO; KRUTMAN,
2021).

A principal complicagdo do AAA é a ruptura. Estimam-se que 15.000 obitos ocorram
nos EUA ao ano em decorréncia de AAA rotos que chegam a ter atendimento hospitalar, e o
dobro ou triplo deste nimero se incluidos todos os casos de morte stbita que ocorrem fora do
ambiente hospitalar (ALBUQUERQUE et al., 2004). Ainda no Brasil, segundo o Ministério da
Saude, entre novembro de 2014 e novembro de 2015 foram registradas 8.939 internacfes
hospitalares para corregéo cirdrgica do AAA, sendo a maioria para tratamento eletivo.

O diagnostico de AAA é comumente realizado como um achado acidental detectado por
exames de imagem realizados com outros objetivos (AMARAL; FERNANDES; ALVES,
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2021). A consequéncia clinica mais temida da progressdo do AAA é a ruptura aguda, sendo que
atualmente a Unica op¢éo de tratamento disponivel continua a ser a correcao cirurgica aberta ou
endovascular (GOLLEDGE; NORMAN, 2011). O risco de ruptura do AAA aumenta conforme
aumenta o didmetro do vaso (FILARDO et al., 2012) onde a mortalidade ap6s a sua ruptura é
elevada: cerca de 80% morrem antes de chegar serem atendidos e, daqueles que sdo submetidos
a uma cirurgia, 50% nao sobrevivem (VERHOEVEN et al., 2008; BASNYAT et al., 1999).

O manejo clinico se baseia em se controlar os fatores de risco e seguimento com exames
de imagem dos casos assintomaticos até se atingir o didmetro limitrofe para a indicacdo
cirtrgica. Por ser inicialmente assintomatico, 0 AAA costuma ser subdiagnosticado e, portanto,
€ necessario uma alta suspeicéo dos casos provaveis.

O AAA € uma condicdo degenerativa e progressiva caracterizada por um processo
inflamatdrio crénico, deplecdo de células musculares lisas e degradacdo da matriz extracelular,
resultando em enfraquecimento gradual e dilatacdo da parede da aorta resultando em um
didmetro adrtico maior que 1,5 vezes do normal, o que pode evoluir para eventual ruptura, se
ndo tratado a tempo. No AAA a dilatacdo localizada ou difusa no vaso é maior que 50% do
diametro normal esperado, acometendo todas as trés camadas do vaso (GOES JUNIOR et al.,
2020). Lembrando que o didmetro normal da aorta abdominal é de cerca de 2,0 cm (SANTO;
PUECH-LEAO; KRUTMAN, 2021; ASSIS; DUQUE, 2020; DAVIS; RATERI;
DAUGHERTY, 2014), portanto, dilata¢cdes acima de 3,0 cm em adultos j& sdo considerados
AAA (ALBUQUERQUE et al., 2004). A indicacdo atual de correcdo cirargica nos AAA
assintomaticos é a partir de 5,0 cm em mulheres e 5,5 cm em homens. Estima-se que entre 80
e 90% dos casos de AAA acometem o segmento infrarrenal e que 75% dos AAA sejam
assintomaticos no momento do diagndstico (BRAVO et al., 2019).

A completa patogénese do AAA ¢ desconhecida, mas sabe-se que esta associada a
inflamacéo e fibrose do vaso (FATIMA et al., 2014). Dessa forma, o processo de dilatagéo da
aorta advem de um processo inflamatdrio crénico cujos desencadeadores parecem ter influéncia
genética, além de apresentarem fatores de risco bem estabelecidos como o tabagismo,
hipercolesterolemia e hipertensdo arterial. (AMARAL; FERNANDES; ALVES, 2021;
ALTOBELLI et al., 2018; REED et al., 1992).
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1.2 FATORES RELACIONADOS AO AAA

Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular
(SBACV, 2015) os fatores de risco mais importantes para 0 AAA sdo: idade avangada, género
masculino, tabagismo e historico familiar positivo para AAA. Um estudo de caso controle com
98 pacientes diagnosticados com AAA, o historico familiar para AAA, tabagismo, idade
avancada, sexo masculino, aterosclerose e hipertensdo foram associados ao desenvolvimento
do aneurisma (BLANCHARD et al; 2000). Alem disso, outros fatores sdo citados para o
desenvolvimento da dilatacdo na aorta, como traumas, infec¢fes agudas e cronicas, doengas
inflamatdrias como Behcet e Takayasu e alteracdes genéticas como a Sindrome de Marfan
(MILEWICZ et al., 2021; KOBEISSI et al., 2019; ALTOBELLI et al., 2018; ROZADO et al.,
2017; GIANFAGNA et al., 2016; MATA; RAMOS, 2008).

As associagdes genéticas em alguns tipos de aneurismas, como 0 AAA, estdo associadas
principalmente a Sindrome de Marfan, doenca de distarbio genético e hereditario, que afeta o
tecido conjuntivo, e consequentemente o sistema cardiovascular. E causada por mutacées na
fibrilina-1 e se ndo tratada pode levar a disseccdo aguda da aorta. Ensaios clinicos sobre 0 uso
de losartan em pacientes adultos com sindrome de Marfan, doenca genética propensa a
degeneracdo aneurismatica, mostraram um efeito notavel na reducdo do aumento do diametro
em aortas ascendentes (DELEEUW et al., 2021; MILEWICZ et al., 2021; RYSZ et al., 2021;
TEHRANI et al., 2021; VAN et al., 2021; GROENINK et al., 2013; RADONIC et al., 2010).

Sabe-se que outro fator de risco € a aterosclerose que pode estar relacionada ao
desenvolvimento do AAA. Dietas aterogénicas, ricas em gordura, foram responsaveis pelo
enfraquecimento da camada média de artérias, com degradacdo de fibras de elastina e
desenvolvimento de inflamacdo crénica seguida de calcificacdo vascular (ARGENTA,;
PEREIRA, 2009). Varios estudos tém investigado como a aterosclerose age no AAA, porém
ainda sdo necessarias novas investigacdes que confirmem o envolvimento da aterosclerose
diretamente na formagéo do AAA (IBRAHIM et al., 2021; HARRISSON et al., 2018; WENG
etal., 2018; TAKAGI et al., 2010).

Em relacdo aos fatores de risco apresentados o tabagismo & um dos principais
precursores no desenvolvimento do AAA, além do sexo e idade avangada (VILLARD et al.,
2021; ZHANG; XU; WANG, 2021; TILSON, 2017; TAKAGI, 2005). Portanto, estudos sobre

a fisiopatologia do AAA e seus fatores sdo necessarios.
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1.3 FISIOPATOLOGIA AAA

Os vasos sanguineos, artérias, veias, capilares e coracdo formam o sistema
cardiovascular. Sendo este responsavel pela circulagdo do sangue, oxigenagdo, remoc¢ado de gas
carbdnico e metabdlitos. A artéria aorta é classificada como sendo um vaso de grande calibre e
sua parede é formada por trés tunicas: tunica intima, contendo grande quantidade de matriz
extracelular (MEC) e o endotélio vascular, a tanica média com presenca de fibras elasticas,
células musculares lisas, fibras de colageno, proteoglicanos e glicosaminoglicanos e a tunica
adventicia com colageno, tecido adiposo, fibroblastos e nervos (VEINOT; ACHARYA, 2001;
TENORIO et al., 2012).

Os trés maiores componentes da parede do vaso sdo 0 colageno que promove a
sustentacdo mecanica, as fibras de elastina e os grandes proteoglicanos respondendo as tensdes
sofridas durante a sistole, fazendo com que haja variacdo do didametro e, consequentemente, do
volume do vaso a cada ciclo cardiaco (YANAGISHITA, 1993).

Alteracbes no sistema cardiovascular estdo relacionadas aos habitos de vida, idade e
doencas associadas. O envelhecimento provoca mudangas, principalmente relacionadas a
estrutura e funcdo do vaso. H4& um aumento da rigidez vascular ocasionada pela maior producgéo
e deposicao de colageno e perda de fibras de elastina na camada média (GOES JUNIOR et al.,
2020; UNGVARI et al., 2018; MIKAEL et al., 2017).

O inicio do AAA também ocorre por mudancas estruturais especificamente na camada
média com consequente reducdo da resisténcia do vaso, fazendo com que haja dilatacdo. Essa
resisténcia encontrada € devida principalmente a acdo dos mediadores inflamatdrios e
metaloproteinases (GAO et al., 2016; KUIVANIEMI et al., 2015; TENORIO et al., 2012;
REEPS et al., 2009).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento do AAA é o préprio envelhecimento,
fazendo com que haja alteracGes endoteliais nas camadas da aorta, como inflamacéo, fibrose e
aumento do didmetro. Na figura 1 observa-se em A a artéria aorta sem alteracGes patolégicas
no jovem e em B alteracOes relacionadas ao envelhecimento. Na artéria em processo de
envelhecimento, havera disfungédo endotelial, aumento da fibrose na camada intima devido a
inflamacdo e degradacdo da MEC, consequentemente hipertrofia da musculatura lisa com
aumento do diametro da aorta (PARVIZI et al., 2021; TETI et al., 2021; UMEBAYASHI;
UCHIDA; WADA, 2019; UMEBAYASHI; UCHIDA; WADA, 2018, MIKAEL et al., 2017).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da fisiopatologia da aorta no envelhecimento vascular.
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Fonte: Adaptado de Mikael e colaboradores (2017)

A MEC desempenha um papel importante na manutencédo da integridade da parede do
vaso por ser componente fundamental e estrutural da camada média (FREESTONE et al.,
1995). Estudos mostraram que proteinas estruturais da MEC como a elastina e o colageno
sofrem degradacdo pela acdo das metaloproteinases (MMPS) processo que se acredita ser o
responsavel pelo enfraquecimento e perda de elasticidade da parede arterial contribuindo para
o desenvolvimento do AAA. Dentre todos os tipos de MMPs, metaloproteinase 2 (MMP-2) e
metaloproteinase 9 (MMP-9) sdo consideradas as principais gelatinases responsaveis por esta
degradacdo como mostram alguns estudos (MAGUIRE et al., 2019; AGUIRRE et al., 2017;
TENORIO et al., 2012).

1.4 METALOPROTEINASES 2 E 9, SEUS INIBIDORES 1 E2 E AAA

As MMPs sdo membros de uma subfamilia de proteinases, formadas por 25 proteinas
com ligacdo de ions zinco e calcio. Foram subdivididas em grupos de acordo com o seu
substrato. S8o elas: colagenases (MMPs 1, 8, 13 e 18), as gelatinases (MMP-2, MMP-9), as
estromelisinas (MMPs 3, 7, 10, 11, 19, 20), matrilisinas (7 e 16) e as de membrana (MMPs 14,

15, 16, 17, 24 e 25). As MMPS juntamente com seus inibidores teciduais de metaloproteinases
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do inglés tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPS), sdo os principais reguladores
fisiologicos da matriz extracelular, e sua ativagdo deshalanceada estd associado ao
desenvolvimento de doencas vasculares como o0 AAA (LI et al., 2020; MAGUIRE et al., 2019;
LI et al., 2018; RABKIN, 2017; FITRIDGE; THOMPSON; editores, 2011; TENORIO et al.,
2012).

As MMPs 2 e 9 sdo proteinases gelatinases secretadas no espago extracelular em vasos
saudaveis e doentes, responsaveis pela manutencdo e remodelacdo tecidual, portanto,
produzidas em situacao de remodelacdo vascular como as situacdes de dilatacGes ou estenoses
por hiperplasia miointimal. Nestas situacdes observa-se migracdo acentuada de macréfagos e
degradacdo tanto da elastina quanto do colageno (MATA,; 2008; BENDECK et al., 2002; LI et
al., 1996; ZEMPO et al., 1994). A ativacdo de neutrofilos induz a secre¢do de uma série de
proteases incluindo as MMPs na aorta abdominal em processo de desenvolvimento do AAA
sofrendo alteragdes degenerativas na matriz extracelular, sendo o espago extracelular a maior
parte da parede aortica (RABKIN, 2017; KUIVANIEMI et al., 2015; REEPS et al., 2009).

Especificamente, a MMP-2 é encontrada na musculatura lisa, fibroblastos e endotélio,
apresentando peso molecular em torno de 72 kDa sendo principal enzima elastolitica presente
nos aneurismas pequenos. Sua funcgdo principal no tecido humano € a degradacdo do colageno
tipo IV, no AAA sua funcdo vai depender da degradacdo da parede aortica (FREESTONE et
al., 1995). A MMP-9, por sua vez, é encontrada em macréfagos e neutréfilos, placas
ateroscleroticas susceptiveis a ruptura e apresenta peso molecular de 92kDa em sua forma
latente e 82 kDa em sua forma ativa. Esta proporcionalmente aumentada de acordo com o
tamanho do AAA (YAMASHITA et al., 2013; MATA,; 2008; VAN et al., 2002; MCMILLAN
et al., 1995; GALIS, 1994), (FREESTONE et al., 1995). Ainda é responsavel pela degradacéo
das proteinas da MEC, importante papel na resposta inflamatdria na camada endotelial, média
e adventicia. Uma das teorias é que a ativagdo do transforming growth factor g (TGF B) faz
com que haja elevacao da acdo dessas MMPs, aumentando a sintese de colageno (SURMA et
al., 2021).

A expressdo das MMPs pode ser controlada através de TIMPs. Os TIMPs funcionam
como guardides contra a degradacao tecidual que advém do desequilibrio entre a expressao de
MMPs (GARDNER; GHORPADE, 2003). Podem ser classificadas como proteinas
multifuncionais que, além de inibir MMPs, promovem crescimento celular e apoptose
(CRISTINA DO AMARAL WESTIN, 2013). O TIMP-1 atua no controle da MMP-9 e a TIMP-
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2 no controle de MMP-2, ambos reduzindo a atividade das MMPs e o controle da elevacédo de
células inflamatérias (GUSMAO, 2013).

De forma semelhante, um estudo avaliou o envolvimento das MMP-2 e 9 e TIMPs em
portadores de doenca cardiaca com formas clinicas indeterminadas. Concluiram que os niveis
séricos de MMP-9 podem ser associados a gravidade do acometimento cardiaco, com maior
atividade no soro de pacientes. Os niveis séricos de TIMP-1 ndo apresentaram diferencas nas
amostras dos grupos estudados, porém os niveis de TIMP-2 foram maiores nos pacientes com
doenca cardiaca. Portanto, observaram uma possivel correlacdo entre TIMP-1, 2 e MMP-9
(GUSMAO, 2013).

Em uma revisdo da literatura enfatizando o papel das MMPs no desenvolvimento do
AAA, autores concluiram que além de participarem de forma fisioldgica, as MMPs e TIMPs
agindo de forma descontrolada podem provocar uma excessiva degradacdo dos elementos
constitutivos da MEC levando a dano patolégico (ANDREUCCI et al., 2021; WANG,;
KHALIL, 2018). Ainda descrevem a necessidade de estudos e investigagdes sobre essa relacéo
das MMPs e TIMPs no desenvolvimento de doengas cardiovasculares (TENORIO et al., 2012).

Essas caracteristicas de degradacdo, degeneracdo que ocorrem no vaso podem ser
visualizadas na figura 2, com a demonstracdo da mudanca estrutural no epitélio vascular,
ativacdo de macrégagos, TIMPs, MMPs entre outros mecanismos responsaveis pelo
aparecimento do AAA (WANG; KHALIL, 2018; KADOGLOU; LIAPIS, 2004; NISHIMURA
et al., 2003).

Figura 2 - Representacdo da Fisiopatologia do AAA, com processos de remodelagdo e
regeneracdo tecidual.
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Outros trabalhos mostraram o papel das MMPs no AAA, assim como reportado por
(KEISLER; CARTER, 2015) em que observaram aumento de MMP-2 no plasma e tecido
aortico humano de pacientes com AAA. Ainda reforcaram a ideia de que alteracdes no sistema
vascular séo controladas pelo equilibrio entre a acdo das MMPs e seus inibidores. Outro estudo
descreve que hd uma correlacdo entre a concentragdo maxima de MMP-9 e o didmetro do AAA
em que aneurismas de 5 - 6 cm de didmetro apresentam maiores expressoes de MMP-9
(SURMA et al., 2021).

Outra questdo que vem sendo estudada € o uso dos inibidores das MMPs, como a
Doxiciclina no tratamento de pequenos AAA. Em um estudo randomizado conduzido em 22
centros clinicos nos Estados Unidos da América (EUA), entre maio de 2013 e janeiro de 2017,
129 pacientes com diagndstico de AAA infrarrenal fizeram uso de Doxiciclina de 100 mg (oral)
duas vezes ao dia por dois anos e 125 pacientes foram destinados ao grupo placebo, submetidos
ao monitoramento do didmetro da aorta. A idade média foi de 71 anos. Ap6s o uso, 113
pacientes do grupo que usaram Doxiciclina e 112 pacientes do grupo placebo foram avaliados
por tomografia computadorizada para verificar o diametro do vaso. O resultado do estudo
demonstrou que entre os grupos avaliados ndo houve diferenca significativa na reducdo do
crescimento do AAA de pequeno calibre (BAXTER et al., 2020).

Quanto a estudos experimentais sobre AAA, o modelo experimental mais utilizado, é
através da infusdo de Angiotensina Il (Angll) em que a dilatacdo aneurismatica nos
camundongos ocorre entre 4 e 8 dias apds o seu inicio. Estudos histoldgicos mostram que a
ruptura da elastina e degradacdo da MEC na camada média da artéria esta presente nas aortas
dos animais (SARAFF et al., 2003) e ja se sabe que um dos mecanismos pelos quais a Angll
induz a dilatacdo arterial € através do aumento da producdo aumentada e atividade das MMPs
(EAGLETON et al., 2006; SCHNEIDERMAN et al., 1998; FREESTONE et al., 1995;
THOMPSON et al., 1995). Corrobora essa hipdtese o fato de que niveis de expressdo de
MicroRNAs (miRNA) de uroquinase (UPA) /plasmina, um importante ativador de MMPs,
estdo até 13 vezes aumentados em tecido aneurismatico (SARAFF et al., 2003).

Embora todas essas evidéncias sugiram um papel das MMPs nos AAA induzidos por
Ang Il em camundongos, estudos mais recentes ndo conseguiram reproduzir esses resultados
(XIE et al., 2012). Estes dados contraditorios, ou ndo conclusivos, reforcam a necessidade de
novos estudos a fim de clarificar a agdo das MMPs no AAA. Outra questdo em aberto, € a

associacao do AAA ao processo inflamatério secundério a secrecdo de citocinas e a migragdo
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de células inflamatdrias onde diversas vias estdo envolvidas conforme ja reportado por alguns
autores (DAUGHERTY et al., 2010; GITLIN et al., 2007; LENK et al., 2007; MIDDLETON
etal., 2007; FORESTER et al., 2005; GALLE et al., 2005).

1.5 QUANTIFICACAO DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS NO AAA

A resposta do organismo a inflamacdo é caracterizada por um aumento do fluxo
sanguineo, permeabilidade vascular, acdmulo de leucdcitos e mediadores inflamatdrios como
as citocinas, também chamado fase aguda. Ja na fase cronica havera o desenvolvimento de
respostas imunes especificas, para o patdégeno presente no local da lesdo (FEGHALI; WRIGHT,
1997). Especificamente no aneurisma observa-se uma inflamagdo cronica composta por
macrofagos, células plasmaticas e leucécitos. Essas respostas imunes que ocorrem na aorta
abdominal, sdo fatores importantes relacionados ao desenvolvimento do AAA (GAO et al.,
2016; REEPS et al., 2009; LINDHOLT; SHI, 2006). At¢ o momento a contribuicdo dos
macréfagos no desenvolvimento do AAA ainda é pouco definida e alguns modelos animais
demonstram que h& uma modificacdo epigenética em mondcitos e macré6fagos. Portanto,
estudar o papel inflamacgéo no tecido aortico aneurismatico representa um campo ideal para o
entendimento dessa doenca (DAVIS; GALLAGHER, 2019).

O processo inflamatorio ocorre entre as varias substancias quimicas que participam da
resposta do organismo a lesdo, sendo a histamina e bradicinina, importantes no controle das
alteragBes vasculares do mecanismo inflamatorio. Algumas caracteristicas dessa fase séo
aumento do fluxo sanguineo com vasoconstricdo seguida de vasodilatacdo, alteracdo na
permeabilidade vascular e como consequéncia extravasamento de proteinas plasmaticas,
recrutamento e migracao de células inflamatérias para o local da lesdo (GAO et al., 2016;
KUMAR et al., 2005).

Com o quadro inflamatério instalado ha a liberacdo dos mediadores inflamatorios
(FRANCISCHETTI et al., 2010). A infiltracdo de neutréfilos é observada principalmente em
locais de dano ao tecido. Sabe-se que ha diferentes tipos e familias de citocinas com reacgdes
que afetam o sistema imunologico. Dentre as citocinas pré-inflamatorias destacam-se a
Interleucina 1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (TONET;
NOBREGA, 2008). Outras citocinas como Interleucina-8 (IL-8) e fator de crescimento

transformador (TGF B) também contribuem no processo inflamatdério, aumentam a adesdo
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leucocitéria, a sintese de mediadores quimicos e a tentativa de reparo tecidual (KUMAR et al.,
2019).

Na Figura 3 observa-se as MMPs, ativadores de plasminogénio, quimases e triptases
envolvidas diretamente do desenvolvimento do AAA, sendo os infiltrados inflamatdrios os
responsaveis pela ativacdo dessas proteases, além da producéo de citocinas e células endoteliais
para liberar MMPs.

Figura 3 - Representagdo da infiltracdo de células inflamatdrias e proteases no AAA.
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A IL-6 é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células
como resposta a agressdo local por microorganismos e estimulagdo por outras citocinas,
principalmente IL-1 e TNFa. Portanto a IL-6 é uma citocina atuante tanto na resposta imune
inata quanto adaptativa, sendo relacionada principalmente a disturbios cronicos, aumentando a
permeabilidade do endotélio em estado de hipoperfusdo (SOUZA et al., 2008).

A IL-8 é sintetizada por mondcitos em resposta a IL-1 e TNFa. Parece estimular a
atividade de metaloproteinases, contribuindo para a destruicdo de colageno na area da lesé&o.
Aumenta também o metabolismo oxidativo e estimula a migracdo das células do sistema imune
através da diapedese. E ele quem realiza a adesdo permanente do neutréfilo no endotélio
(GREGHI, 2012).
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O TNFo também reconhecido como uma citocina pro-inflamatéria induz outras
citocinas como IL-6, favorece o aumento da permeabilidade vascular, ativacdo de neutrofilos e
mondcitos. E sintetizado por mondcitos e macrofagos, atua como elo entre respostas
imunoldgicas especificas e as respostas de fase aguda. E uma das primeiras citocinas a ser
ativada junto a IL-1 de forma precoce ao dano (OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA et al., 2008).

O TGFp aumenta a sintese de proteinas da matriz extracelular, elevando também a
sintese de moléculas de adeséo intercelular fazendo com que a expressdo dessas moléculas
module a expressao de genes que codificam a fibronectina, varios colagenos e outras moléculas
da matriz extracelular. Pode ser considerado um agente fibrosante promovendo a répida
deposicao de colageno na MEC (LEMAIRE; LYRA, 2008).

Dessa forma, buscamos identificar alguns mecanismos que estdo envolvidos no AAA,
pois até 0 momento, nenhuma abordagem farmacoldgica foi desenvolvida de forma a evitar a
progresséo da dilatacdo do AAA ou o seu risco de ruptura (GOLLEDGE et al., 2020). Uma
das explicacdes, provavelmente, decorre da complexa e, ainda em grande parte, desconhecida
fisiopatologia da doenca aneurismatica. Conhecimento mais sélido e aprofundado dos maltiplos
mecanismos envolvidos na sua iniciacdo e expansdo Sd0 necessarios 0s quais tém sido
investigados por diversos centros de pesquisa. Destaca-se, portanto, importancia em entender
melhor os mecanismos da doenca aneurismatica para que, assim, possamos ter perspectivas de

tratamentos farmacolégicos futuros.
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2 HIPOTESE

A hipotese é que as MMP- 2 e MMP- 9, TIMP-1 e 2 e as citocinas inflamatdrias L6,
IL8, TNFa e TGFp estejam elevadas localmente no tecido aneurismatico da aorta abdominal e
que possivelmente ndo ocorra 0 mesmo no plasma, constituindo, portanto, marcadores

envolvidos nos processos de desenvolvimento do AAA.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e comparar o perfil dos mediadores inflamatérios, MMP-2, MMP-9 e

TIMP-1 e TIMP-2 no plasma e aorta obtidos de pacientes com AAA e pacientes controles.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os dados demograficos e clinicos de pacientes do grupo AAA e grupo Controle.
Quantificar as citocinas (IL-6, IL-8, TGFp ¢ TNFa) plasmaticos e teciduais obtidas de
pacientes com AAA e pacientes controles.

Quantificar a participacdo das MMP-2 e MMP-9 no plasma e aorta obtidos de pacientes
com AAA e pacientes controles.

Quantificar e comparar as TIMPs-1 e TIMPs-2 plasmética e tecidual (aorta) obtidas de
pacientes controles e com AAA.

Relacionar o tamanho do AAA com a expressao de TIMPs 1e2e MMPs 2 e 9.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho ¢ um estudo observacional. Os pacientes foram selecionados por
amostragem por conveniéncia (FREITAG, 2018), onde os pesquisadores selecionaram
membros (pacientes) da populacdo mais acessiveis (HCRP), com perfil de inclusdo para as
coletas e aceitacdo de participacdo na pesquisa por meio de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). (Apéndice A e B)

4.1 PACIENTES

O grupo estudo denominado AAA, incluiu 31 individuos com diagndstico de AAA,
selecionados a partir de casos atendidos no servi¢o de Cirurgia Vascular e Endovascular do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) que aceitaram
participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (Apéndice A). O
grupo controle consistiu em 15 individuos com diagnéstico de morte encefalica destinados a
doacdo de 6rgdos com aplicacdo do termo de consentimento livre esclarecido (Apéndice B) a
familia e/ou responsavel.

Amostras de sangue e tecido aortico foram coletadas de todos os individuos, assim como
coleta de dados demograficos. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCRP e da FMRP-USP (CAAE: 82879518.6.0000.5440).

4.1.1 Critério de inclusdo

Foram incluidos no presente estudo individuos com diagndstico de AAA infrarrenal de
etiologia degenerativa elegiveis para correcdo cirurgica aberta convencional, respeitando as
indicacOes de tratamento vigentes na atualidade. Todos os casos foram recrutados do
Ambulatério de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP apds autorizacdo de termo de consentimento livre
esclarecido (Apéndice A).
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4.1.2 Critérios de exclusédo

Individuos com aneurisma roto, com aneurisma em qualquer outro territorio arterial que

ndo a aorta infrarrenal.

4.1.3 Riscos

Os riscos esperados envolvem o manuseio de dados de identificacdo dos participantes e
com relacdo a coleta de sangue. Quanto ao primeiro foram tomadas todas as medidas para se
preservar o sigilo e a confidencialidade dos dados. Os dados foram acessados apenas pelos
pesquisadores cadastrados e todas as formas de comunicacdo cientifica dos resultados previstos
ndo levaram qualquer dado que possa identificar algum participante. Quanto a coleta de sangue
e amostra de aorta, esse estudo ndo trouxe risco adicional aos individuos daguele ja existente

do procedimento de correcéo cirurgico de AAA.

4.1.4 Confidencialidade

A garantia de sigilo dos dados, o direito da confidencialidade dos dados e respeito a
privacidade sera assegurado de acordo com as normas brasileiras. Os tubos coletados foram
numerados, sendo de conhecimento exclusivo do pesquisador principal a que paciente

correspondeu o nimero identificador.

4.1.5 Estudo do perfil dos voluntarios e suas caracteristicas clinicas

a) Sexo e ldade;

b) Tabagismo;

¢) Comorbidades como: Diabetes Mellitus (DM), obesidade, Doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC);

d) Doengas cardiovasculares: HAS, Acidente Vascular Cerebral (AVC), Infarto agudo do
miocérdio (IAM), arritmias, insuficiéncia cardiaca (IC), doenca arterial coronariana e

doenca arterial periférica;
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e) Uso de anti-hipertensivos: inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA),
antagonista de receptores de angiotensina (BRA), betablogueador, inibidor de canal de
calcio (ICC) e diuréticos;

f) Classificacdo de risco e desfecho da cirurgia do grupo AAA.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo é composto pelo grupo controle e grupo AAA, conforme ilustrado na figura 4.
Foram coletados dados demograficos e clinicos, podendo ser observada a caracteristica de cada
grupo na Tabela 1 e 2. Foram realizadas coletas plasmatica e tecidual (aorta) de cada grupo e
posteriormente foram analisados os mediadores inflamatorios IL-6, IL-8, TGF-$ e TNFa, ¢ as
TIMPs-1 e TIMPs-2 por ensaio de imunoabsor¢do enzimética (Elisa). As analises das MMP-9
e MMP-2 foram feitas por Zimografia.

Figura 4 - Esquema ilustrativo do estudo com a descri¢do dos grupos experimentais, coletas e
metodologias que foram utilizados no presente trabalho.

SELECAO DE
PACIENTES-
HCRPUSP

Termo consentimento

Pacientes
. Controle
Pacientes AAA (doadores de
orgdos)
1
|
Dados .
e Coleta Coleta Tecidual
demogréfiocs e :

clinicos Plasmatica (Aorta)

Anélise
Biogquimica

Andlise
Bioquimica
(ELISA e

(ELISA e

Zimografia) Zimografia)

Fonte: do autor, 2021.
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4.3 COLETA DO MATERIAL

As amostras de plasma e da aorta foram obtidas durante as cirurgias de correcao
convencional do AAA para o grupo AAA e durante a captagdo de 6rgdos para o grupo controle.
A coleta de sangue foi feita através de veia periférica (10 mL) que foram distribuidos em
aliquotas de tubos plasticos contendo citrato de sodio e tubos contendo EDTA. O sangue foi
centrifugado a 1000xg, por 15 minutos, refrigerado, e o plasma/soro armazenado a -70°C até o
momento das analises.

Um fragmento da parede da aorta foi dissecado e coletado durante as cirurgias. No grupo
AAA, esse segmento € um excedente de parede arterial que normalmente ja é retirado e
descartado em cirurgias para corre¢do do aneurisma. No grupo controle, durante a cirurgia de
captacdo de d6rgdos, apos a extragdo dos rins destinados a transplante, um pequeno fragmento
de aorta infrarrenal, sem dilatacdo aneurismatica, foi retirado e a aorta suturada em seguida.

O fragmento adrtico apos ablagdo cirlrgica, foi lavado imediatamente com Solucao
Salina Fisioldgica (SF 0,9%) e imerso em solucdo de Custodiol® para transporte até o
laboratério, mantendo-se refrigerado em temperatura entre 2 e 8°C. No laboratorio, sob a
camara de fluxo laminar e procedimento estéril, o tecido foi dissecado com auxilio de uma
lamina de bisturi (figura 5 A), seguindo o sentido sagital/longitudinal da aorta, dividindo-a em
6 partes, sendo 4 partes menores preparadas imediatamente: uma em solucédo de meio inclusao
para tecidos Congelados (O.C.T.), destinado a técnica de histologia para pesquisas vinculadas
ao projeto e as outras trés em nitrogénio liquido (ebulicdo a 77 K [-196,15°C]), conforme
ilustrado na Figura 5 B.

As amostras foram identificadas e catalogadas em caixa propria, separadas por nome e
numero do doador (exemplo: DO1IME para o grupo controle e DOLAAA para grupo estudo) e
apos, guardadas em freezer -70°C até o momento das andlises, sendo anotadas todas as
informagdes no “Livro de Registro do Biobanco”, do Laboratorio de Doencas
CardioVasculares e Funcédo Endotelial da FMRP-USP.
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Figura 5 - A) Fragmento de tecido adrtico ap0s corte. B) Armazenamento em nitrogénio liquido
até o momento de catalogar.

Fonte: do autor, 2021.

4.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA TOTAL

As aortas foram pulverizadas em um moinho de disco de ago cromado com nitrogénio
liquido (Figura 6), em seguida, os tecidos foram colocados em eppendorf e posteriormente
homogeneizadas a 4°C em tampéo de extracdo contendo ortovanadato de sodio 100mM, NaF
200mM, inibidores proteases 10ml, PMSF 0,1mM (Figura 7). Em seguida as amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada (Eppendorf AG — Centrifug 5430R) por 35000 rpm a
4°C por 30 minutos, o sobrenadante foi retirado e colocado em outro eppendorf. Uma aliquota
de cada amostra do sobrenadante foi utilizada para realizar a quantificacdo da concentragdo de
proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), conforme descrito abaixo.

A primeira etapa para a quantificacdo pelo Método de Bradford foi a realizagéo da curva
padrédo de calibracdo com uma solucdo de soro albumina bovina (BSA) em diferentes
concentragfes. Apods a realizacdo da curva de calibragdo, as amostras foram analisadas em
duplicata. O preparo do ensaio foi realizado adicionando 1puL de cada amostra para cubetas de
pléastico de ImL, 800uL de agua destilada e 200uL. do reagente de Bradford. Apds 5 minutos
da reacdo, foi feita a leitura em espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, model 8453, Palo Alto,

CA, USA) em comprimento de onda de 595 nm e os valores foram calculados em pg/ul.
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Figura 6 - Tecidos foram macerados em moinho de disco de ago cromado e posteriormente
homogeneizadas a 4°C em tampéao de extracao.

Fonte: do autor, 2021.

Figura 7 - -Tecidos foram macerados em moinho de disco de ago cromado e posteriormente
homogeneizadas a 4°C em tampao de extracéo.

Fonte: do autor, 2021.
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4.5 QUANTIFICACAO DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS

Foram analisados os mediadores inflamatorios 1L-6, IL-8, TNFa ¢ TGFp por ELISA
no plasma e no homogenato de aorta. Para: IL-6 plasmatico: 18 amostras de AAA e 10
controles; 1L-6 tecidual: 23 amostras de AAA e 9 controles; IL-8 plasmatico: 18 amostras de
AAA e 10 controles; IL-8 tecidual: 23 amostras de AAA e 9 controles; TNFo plasmatico: 18
amostras de AAA e 10 controles; TNFa tecidual: 23 amostras de AAA e 9 controles; TGFf
plasmatico:18 amostras de AAA e 10 controles; TGFp tecidual: 23 amostras de AAA e 9
controles.
O protocolo foi feito conforme instrugéo dos kits de quantificacdo (B&D System): IL-6
(cat. 555220), IL-8 (cat.555244), TNFo (cat. 555212) ¢ TGFp (cat.559119). Os resultados
foram obtidos com base na leitura da densidade Optica (D.O.) em espectrofotbmetro e a
concentracdo dos mediadores foi analisada usando a OD obtida em relacéo a curva padréo e os
dados obtidos apresentados em em pg/ml. Figura 8 observa-se placa para realizacdo do ELISA,

modo de pipetagem das amostras e placa para leitura (D.O.).

Figura 8 - A) Placa para Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica; B) Pipetagem de amostras e
solucdo de bloqueio da reacdo; C) Placa pronta para leitura Optica.
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Fonte: do autor, 2021.

4.6 QUANTIFICAGAO DE METALOPROTEINASES (MMPS) POR ZIMOGRAFIA

A quantificacdo das MMPs foi realizada em plasma e aorta obtidas de pacientes através
datécnica de zimografia. Para: MMP-2 plasmatica: 22 amostras de AAA e 10 controles; MMP-
2 tecidual: 22 amostras de AAA e 10 controles; MMP-9 plasmatico: 17 amostras de AAA e 7

controles; MMP-9 tecidual: 22 amostras de AAA e 10 controles.
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Os géis foram corados com Coomassie blue e a atividade enzimatica foi demonstrada
pela auséncia de coloracdo (bandas brancas) nas areas onde o substrato (gelatina) foi degradado.
Na Figura 10 esta ilustrado um gel de zimografia com o plasma de pacientes de cada grupo
onde observa-se as bandas das MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (70 kDa). As bandas nas quais
aplicou-se amostras de plasma de pacientes com aneurisma apresentaram maior degradacgéo de
gelatina do gel, o que pode ser visto como uma maior area descorada na altura, do peso de 92
kDa (MMP-9). As amostras para quantificacio de MMP-9 foram preparadas com 15ul de
plasma ou homogenato de aorta (10ug) adicionando 35ul de dgua e desta mistura foi retirado
10pl que por sua vez adicionado 10pl de tampdo nédo redutor 2x e deste aplicado 10ul no gel.

As amostras para quantificacdo de MMP-2 foram preparadas com 10ul de plasma ou
aorta (10ug) adicionando 90ul de &gua e desta mistura retirado 10ul que por sua vez foi
adicionado 10ul de tampdo ndo redutor 2x e deste aplicado 10ul no gel. Os géis de
poliacrilamida a 12% contendo 1% de gelatina foram feitos em placas apropriadas e as amostras
acima especificadas foram aplicadas nos géis no sistema de eletroforese (Biorad) e submetidas
a corrente elétrica de 13mA e 105V a temperatura de 4°C, (Figura 9). Terminada a corrida, 0s
geéis foram retirados das placas e deixados durante a noite em tampao Tris CaCl2 50 mM pH
7,4 para a degradacdo da gelatina contida no gel pelas MMPs. Em seguida, os géis foram
corados, descorados e escaneados em impressora Epson (L3110). A quantificacdo das bandas
foi realizada com o auxilio do programa Image J e os valores normalizados em relacdo ao
padrdo de soro bovino aplicado em cada gel (10ul), assim como padronizado previamente (D
AVILA-MESQUITA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2014). Os valores finais foram expressos

em unidades arbitrarias.
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Figura 9 - Sistema de eletroforese e gel de zimografia

Fonte: do autor, 2021.
Notas: A) Preparo do gel de poliacrilamida; B) Sistema de eletroforese (Biorad); C)
Gel de poliacrilamida a 12% contendo 1% de gelatina corada.

Figura 10 - Gel de eletroforese com gelatina- Zimografia.
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Fonte: do autor, 2021.

Primeira Banda representando o padrdo de peso molecular de 10-260 KDa.
Posteriormente bandas com plasmas de pacientes do grupo Controle e AAA, em que se
observam que bandas com amostras de plasma com aneurisma apresentaram maior degradagéo

da gelatina no gel. Area descorada na altura aproximada de peso molecular 92 kDa (MMP-9) e
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as bandas na altura aproximada de 70kda representam as MMP-2. Ultima banda destinada ao
Padrdo de Soro Bovino Fetal como meio auténtico de verificacdo da altura correta de peso

molecular para MMPs.

4.7 QUANTIFICACAO DAS TIMP-1 E TIMP-2

Foram analisados os inibidores de tecido TIMP-1 e TIMP-2 no plasma e no homogenato
de aorta por ELISA. Para: TIMP-1 plasmatico: 10 amostras de AAA e 10 controles; TIMP-1
tecidual: 21 amostras de AAA e 8 amostras controle; TIMP-2 plasmatico: 10 amostras de AAA
e 10 controle; TIMP-2 tecidual: 21 amostras de AAA e 8 controles.

O protocolo foi feito conforme instrucdo dos kits de quantificagdo (R&D System)
TIMP-1 (cat. DY970) e TIMP-2 (cat. DY971). Os resultados foram obtidos com base na leitura
da densidade dptica (D.O.) em espectrofotometro e a concentragdo dos TIMP’s foi analisada

usando a OD obtida em relacdo a curva padrao e os dados obtidos apresentados em pg/ml.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demograficos/clinicos foram coletados e tabulados em planilhas de Excel, por
dupla digitacdo. Para estatistica descritiva e caracterizacdo dos grupos/ amostras, foram
calculadas medidas de tendéncia central como média e desvio padrdo da média (SEM) e
mediana através do teste Chi-square. Para analise dos mediadores inflamatérios, MMPs e
TIMPs utilizamos teste t de student ndo pareado com as varidveis distribuidas
parametricamente. Para correlacdo do tamanho do AAA com as variaveis estudadas realizamos

teste de correlacdo de Pearson, assumindo distribuicao Gaussiana. O valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo e analisados por

meio do software GraphPad Prism versdo 8.0.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS GRUPOS AAA E
CONTROLES

Dados demograficos, clinicos e medicamentos de uso continuo de pacientes do grupo
controle e AAA estdo apresentados na Tabela 1. No grupo AAA foram incluidos 31 pacientes
e no grupo controle 15 pacientes. O grupo controle é composto por 40% dos participantes do
sexo masculino e a idade média de 41 anos, enquanto no grupo de AAA os individuos do sexo
masculino também representam a maioria com 84% e idade média de 65 anos.

Em relacdo a presenca de comorbidades, a HAS foi comum em ambos 0s grupos, sendo
que a incidéncia do grupo AAA foi em 58% dos pacientes e no grupo controle de 33%. Todos
0s participantes do grupo AAA apresentaram eutrofia, sem a presenca de obesidade (indice de
massa corporea (IMC) maior ou igual a 30Kg/m2), enquanto no grupo controle 33%
apresentaram obesidade. O grupo AAA e controle apresentaram incidéncias iguais ou parecidas
em relacdo ao DM e DPOC.

Para avaliar o tabagismo nos pacientes de ambos os grupos, foram pesquisados o
tabagismo prévio e em atividade, como também calculamos a carga tabagica dos pacientes com
histérico de tabagismo. Desse modo, 97% dos participantes do grupo AAA tinham histérico de
tabagismo comparado com 26% do grupo controle. Sendo o tabagismo um dos principais
fatores para desenvolvimento do AAA.

Sobre o uso de anti-hipertensivos, os f-bloqueadores (38%), bloqueadores do receptor
de angiotensina, inibidores da ECA, inibidores do canal de célcio (16%), foram os
medicamentos mais utilizados e sob uso de diuréticos (26%), pelo grupo AAA. J& no grupo
controle, IECA foi o medicamento mais utilizado pelos pacientes do grupo Controle (20%), que
fizeram uso de anti-hipertensivos, enquanto nenhum paciente deste grupo fez uso de f-
bloqueadores, bloqueadores do receptor de angiotensina e inibidores dos canais de calcio.
Apenas 7% sob uso de diuréticos.

A classificacdo de risco e desfecho da cirurgia do grupo AAA foi realizada segundo a
classificacdo da American Society of Anesthesiologists (ASA) e as intercorréncias durante o
periodo de assisténcia estdo descritas na Tabela 2.

Os pacientes do grupo AAA se concentram nas classificagdes 2 e 3 da ASA, ambos com

48% e 38% respectivamente. Esses dados correspondem ao nimero de 28 pacientes.



Tabela 1 - Caracteristicas demogréaficas e clinicas de pacientes com AAA e Controle.
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Grupo Controle AAA P valor
NUmero de individuos 15 31
Sexo (%)
Masculino 6 (40,00) 26 (83,87)
0,0024
Feminino 9 (60,00) 5 (16,12)
Idade (%)
< 30 anos 3 (20,00) 0
31 - 50 anos 8 (53,33) 1(3,22)
51 - 70 anos 7 (46,66) 22 (70,96)
>70 anos 0 8 (25,80)
Idade Média (anos) £ DP
41,13+7,14 65,79 £+ 18,51 <0,0001
Hébitos (%)
Tabagismo 4 (26,66) 30 (96,77) <0,0001
Comorbidades (%0)
DM 1 (6,66) 2 (6,45) 0,9779
Obesidade 5 (33,33) 0 0,0007
DPOC 1 (6,66) 3(9,67) 0,7341
Doengas Cardiovasculares (%)
HAS 5 (33,33) 18 (58,06) 0,1158
IAM 1 (6,66) 8 (25,80) 0,1250
AVC 8 (53,33) 4 (12,90) 0,0034
Arritmia 1 (6,66) 1(3,22) 0.5916
IC 0 2 (6,45) 0,3145
Doen(_;a 0 12 (38,70) 0,0051
coronariana
Doen(;_a Ia(terlal 0 2 (6,45) 0,3145
periférica
Uso de Anti-Hipertensivos (%)
iECA 3 (20) 5 (16,12) 0,9588
BRA 0 5 (16,12) 0,0200
B-bloqueador 0 12 (38,70) 0,0051
iCC 0 5 (16,12) 0,0994
Diurético 1 (6,66) 8 (25,80) 0,1250

Fonte: do autor, 2021.

Notas: AAA: Aneurisma de aorta abdominal, DM: Diabetes mellitus, DPOC

: Doenca pulmonar

obstrutiva cronica, HAS: Hipertensao arterial sistémica, 1C: Insuficiéncia cardiaca, iECA: inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA), BRA: bloqueadores do receptor de angiotensina, iCC:
inibidores de canais de calcio, n/a: Para avaliar a existéncia de diferenca estatistica foi realizado o qui?
test, obtendo diferencas significativas em todas as varidveis.Para a idade, foi realizado o teste de
normalidade das amostras, o qual demonstrou que se tratava de dados ndo paramétricos. O teste T ndo
pareado identificou diferenca estatistica na variavel idade, com P Value <0,0001.
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Tabela 2 - Classificagéo de risco do grupo AAA.

Numero de individuos 31
Classificacdo de risco (%0)*
ASA 1 1(3,22)
ASA 2 15 (48,38)
ASA 3 12 (38,70)
ASA 4 0
ASA S 0

Fonte: do autor, 2021.

5.2 ANALISE PLASMATICA DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS OBTIDOS DE
PACIENTES CONTROLES E PACIENTES COM AAA

As anélises plasmaéticas das IL6, IL-8, TNFo, TGF- nao apresentaram diferenga
significativa entre os grupos AAA e controle conforme mostrado na figura 11. E interessante
ressaltar que a andlise desses mediadores na amostra tecidual de aorta apresentou aumento
significativo da IL-6 e IL-8 (Figura 12 A e B) nas amostras de individuos do grupo AAA
comparado com o grupo controle e TNFa e TGF- (figura 12 C e D) ndo apresentaram diferenca

significativa no tecido adrtico entre os grupos.
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Figura 11 - Concentracdo dos mediadores inflamatorios no plasma de individuos do grupo AAA
e pacientes controles analisados por Elisa.
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Fonte: do autor, 2021.

Concentracdo Plasmatica de Interleucinas por ELISA. (A) Concentracédo de IL-6 ,
obtidas de individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=18); p=0,9720. (B)
Concentracao de IL-8, de individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=18); p=0,5612.
(C) Concentraciao de TNF a, de individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=18),
p=0,2195. (D) Concentra¢io de TGF B, de individuos do grupo Controle (n=5) e AAA
(n=18); p=0,4591. Os dados estdo apresentados em média £SEM. test-t ndo pareado.
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Figura 12 - Concentracdo dos mediadores inflamatorios no tecido aortico obtido de pacientes
com AAA e pacientes controle.
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Fonte: do autor, 2021.

Concentracgao Tecidual de Interleucinas por ELISA. (A) Concentracao de IL-6, obtidas
de individuos do grupo Controle (n=8) e AAA (n=21); *p= 0,0042. (B) Concentracgao de
IL-8, de individuos do grupo Controle (n=8) e AAA (n=23); * p=0,0094. (C) Concentracao
de TNF o, de individuos do grupo Controle (n=4) e AAA (n=9); p= 0.3613. (D)
Concentracao de TGF B, de individuos do grupo Controle (n=8) e AAA (n=23); p= 0.6274.
Os dados estdo apresentados em média +SEM test-t ndo pareado.

5.3 ANALISE DAS MMPS E TIMPS PLASMATICA E TECIDUAL OBTIDAS DE
PACIENTES CONTROLES E PACIENTES AAA

Observou-se aumento significativo da atividade das MMP-2 e MMP-9 no plasma e
tecido aortico do grupo AAA em relacdo ao grupo controle, conforme apresentado,
respectivamente, nas figuras (13 A e B) e (14 A e B). Pensando na associacdo entre TIMPs e
MMPs, nota-se que ndo houve diferenca significativa da atividade de TIMP-1 no plasma e

tecido adrtico de individuos com AAA em relacdo a individuos do grupo controle (figura 14 C
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e D), assim como TIMP-2 plasmética (figura 13 C). O interessante foi em relacdo a TIMP-2

tecidual, que mostrou-se reduzida no grupo AAA em comparagéo ao grupo controle (Figura 13
D).

Figura 13 - Concentracdo de MMP- 2 e TIMP-2.
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Fonte: do autor, 2021.

(A e B) Concentracdo de MMP-2 plasmatica e tecidual, analisados por Zimografia, de
individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=22) plasma; grupo Controle (n=10) e AAA
(n=22) tecido; MMP-2 plasma Controle vs. AAA *p= 0,0236. MMP-2 tecido Controle
vs. AAA *p=0.0231. (C e D) Concentracéo de TIMP-2 plasmética e tecidual, analisados
Elisa, em aortas obtidas de individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=10) plasma;
grupo Controle (n=8) e AAA (n=21) tecido; TIMP-2 plasma controle vs. AAA p= 0,30.
TIMP-2 tecido Controle vs.AA * p=<0,0001. Os dados estdo apresentados em media
+SEM, test-t ndo pareado.
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Figura 14 - Concentracdo de metaloproteinases 9 e TIMP-1.
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Fonte: do autor, 2021

(A e B) Concentracdo de MMP-9 plasmatica e tecidual, analisados por Zimografia, de
individuos do grupo Controle (n=7) e AAA (n=17) plasma; grupo Controle (n=10) e AAA (n=22)
tecido; MMP-9 plasma Controle vs. AAA *p= 0,0010. MMP-9 tecido Controle vs. AAA *p=
0.0302. (C e D) Concentracdo de TIMP-1 plasmética e tecidual, analisados Elisa, em aortas
obtidas de individuos do grupo Controle (n=10) e AAA (n=10) plasma; grupo Controle (n=8) e
AAA (n=21) tecido; TIMP-1 plasma Controle vs. AAA p= 0,1656. TIMP-1 tecido Controle
vs.AA p=0,7428. Os dados estdo apresentados em média +SEM test-t ndo pareado.

5.4 ANALISE PLASMATICA E TECIDUAL DAS MMPS 2 E 9 OBTIDOS DE PACIENTES
CONTROLES E PACIENTES AAA

Para entender o perfil de expresséo entre as MMP-2 e MMP-9 no plasma e tecido, foi
feita a comparacdo intragrupo entre essas enzimas no plasma e tecido. Observa-se que a
quantidade de MMP-2 e MMP-9 € semelhante no plasma grupo controle (figura 15A), enquanto
a MMP-9 apresenta-se aumentada na aorta do grupo controle quando comparada com a MMP-
2 também do grupo controle (figura 15B).

Interessante salientar que a comparacéo entre a expressao da MMP-2 e MMP-9 no grupo
AAA mostrou diferenca no plasma e tecido aortico, sendo a quantidade de MMP-9 maior

qguando comparada a MMP-2 respectivamente (figura 15 C e D). Destaca-se, portanto, o aspecto
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tecidual da MMP-9 no aneurisma de forma importante, pois entre todas as comparagoes, sejam
entre controles ou aneurismas, sua concentracdo no tecido de AAA foi a de maior impacto
(Figura 15 D).

Figura 15 - Concentracdo de MMP-2 e MMP-9 plasmatica e tecidual entre Controles e AAA.
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(A e B) Concentracdo de MMP-2/MMP-9 plasmatica e tecidual, analisados por Zimografia, em
aortas obtidas de individuos do grupo Controle - MMP-2 (n=10) e MMP-9 (n=7) plasma; MMP-
2 (n=10) e MMP-9 (n=10) tecido; MMP-2/MMP-9 plasma MMP-2 vs. MMP-9 p= 0,1771.
MMP-2/MMP-9 tecido MMP-2 vs MMP-9 *p= 0.0426. (C e D) Concentracdo de MMP-
2IMMP-9 plasmatica e tecidual, analisados por Zimografia, em aortas obtidas de individuos do
grupo AAA - MMP-2 (n=22) e MMP-9 (n=17) plasma; MMP-2 (n=22) e MMP-9 (n=22) tecido.
MMP-2/MMP-9 plasma MMP-2 vs. MMP-9 * p= < 0,0001. MMP-2/MMP-9 tecido MMP-2
vs MMP-9 * p=0.0377. Os dados estéo apresentados em média +SEM, test-t ndo pareado.

5.5 ANALISE DE CORRELACAO PLASMATICA E TECIDUAL DAS MMPS 2 E 9, TIMPS
1 E 2 E MEDIADORES INFLAMATORIOS OBTIDOS DE PACIENTES CONTROLES E
TAMANHO DO ANEURISMA NO GRUPO AAA.
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Para verificar a possibilidade do tamanho do AAA estar relacionado com a alteragéo das
TIMPs 1 e 2 e MMPs 2 e 9, foi feita a correlacdo do tamanho do mesmo em relacéo a eles a
nivel plasmatico e tecidual no grupo AAA. Observa-se correlacdo do tamanho do AAA em
relacdo a TIMP-1 plasmatica e tecidual (Figura 16 A e B), sendo associada ao tamanho do
AAA, ou seja, quanto maior o didmetro da artéria aorta maior a quantidade de TIMP-1
plasmaética e tecidual, principalmente na faixa de 5 a 8 cm de didmetro do vaso. Ja a TIMP-2
ndo apresentou significancia estatistica em relacdo ao tamanho do AAA (Figura 16 C e D).

Na (Figura 17 A, B, C e D) verificamos que as MMPs plasmaticas e teciduais néo estéo
correlacionadas ao tamanho do AAA, mas observa-se que elas tém uma tendéncia em estarem
mais presentes na faixa de 5 a 8 cm do didmetro do vaso o que demonstra a acdo das mesmas

em aortas com AAA.
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Figura 16 - Correlacdo do tamanho do AAA com TIMP 1 e TIMP 2 plasmatica e tecidual entre

Controles e AAA.

“p=0,0115
9+ R squared=0,5712
.

@ 8+
N
7] ° [}
£ 71 e
-l ]
2 6- .
@@
z Se

54 e

4 T T T 1

0 2000 4000 6000 8000

TIMP-1 plasma (pg/ml)

p=0,9737
R squared=0,0001446

=]
1
[ ]

4 T T T T T 1
3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400

TIMP-2 plasma (pg/ml)

Fonte: do autor, 2021

Aneurysm Size

Aneurysm Size @

*p=0,0365
R squared=0,2103

1 1 1 1
1000 2000 3000 4000
TIMP-1 tissue(pg/ml)

p=0,6335
R squared=0,01221

» . L]
°
.. L_J ...
L) * os
. .
""""" | DR AL I LR |
0 500 1000 1500

TIMP-2 tissue (pg/ml)

Notas: (A e B) Correlacéo do tamanho do AAA em relacdo a TIMP-1 plasmética e tecidual,
analisados por ELISA, em amostras obtidas de individuos do grupo AAA. TIMP-1 (n=10)
plasmatica e TIMP-1 (n=21) tecidual. Para TIMP-1 plasmética *p= 0,0115/ R= 0,5712.
TIMP-1 tecidual *p=0,0365/ R=0,2103. (C e D) Correlacdo do tamanho do AAA em relacao
a TIMP-2 plasmatica e tecidual, analisados por ELISA, em amostras obtidas de individuos do
grupo AAA. TIMP-2 (n=10) tecidual e TIMP-2 (n=21) plasma; Para TIMP-2 plasmética p=
0,9737/ R=0,0001446. TIMP-2 tecidual p=0,6335/ R=0,01221. Os dados estdo em Correlagdo

de Pearson.
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Figura 17 - Correlagdo do tamanho do AAA com MMP-2 e MMP-9 plasmética e tecidual entre

Controles e AAA.
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Notas: (A e B) Correlacdo do tamanho do AAA em relagdo a MMP-2 plasmatica e tecidual,
analisados por ELISA, em amostras obtidas de individuos do grupo AAA. MMP-2 (n=14) plasmatica
e MMP-2 (n=20) tecidual. Para MMP-2 plasmatica p= 0,65/ R= 0,0174. MMP-2 tecidual p= 0,11
/ R=0,1314. (C e D) Correlacéo do tamanho do AAA em relacdo a MMP-9 plasmética e tecidual,
analisados por ELISA, em amostras obtidas de individuos do grupo AAA. MMP-9 (n=14) plasmatica
e MMP-9 (n=20) tecidual; Para MMP-9 plasmatica p= 0,4801/ R= 0,04239. MMP-9 tecidual p=
0,22/ R=0,082. Os dados estdo apresentados em teste de Correlagéo de Pearson.
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6 DISCUSSAO

Em conjunto, nossos dados mostraram que o tecido obtido dos pacientes do grupo AAA
apresentou aumento de IL-6, IL-8 e MMP-2 e MMP-9 em relagdo ao grupo controle. Os
mediadores inflamatorios IL-6, 1L-8, TNF-& e TGF-B ndo apresentaram diferenga em niveis
plasmaéticos entre o grupo AAA e o grupo controle, enquanto as MMP-2 e MMP-9 plasmaticas
estdo elevadas no grupo AAA. Interessante observar que TIMP-2 tecidual apresentou-se
reduzida nas aortas aneurismaticas, enquanto TIMP-1 plasmatica e tecidual e TIMP-2
plasmatica apresentaram-se semelhantes entre os grupos controles e AAA. Portanto, nossos
achados sugerem uma contribuicdo local/tecidual na aorta importante dos mediadores
inflamatdrios, MMPs e TIMP-2 no AAA, ainda sugere que o perfil dos mediadores, MMPS e
TIMPs plasmatico nem sempre mimetiza o que acontece no tecido local da doenca AAA.

Nossa analise de dados clinicos-epidemiol6gicos demonstrou que dentre o0s
participantes do grupo AAA, 84% dos pacientes sdo do sexo masculino com idade média de 65
anos segundo descricdo feita da literatura por (AMBLER et al., 2015). Além disso, a incidéncia
de AAA foi maior no sexo masculino em relagdo ao feminino, confirmando os achados na
literatura. Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 2012) descrevem que a idade média
de diagndstico do AAA é em torno dos 65 - 75 anos, 0 que corrobora com nossos achados. Em
2020, Memon e colaboradores (MEMON et al., 2020), fizeram um estudo de caso-controle na
Suécia para diagndstico de AAA em 24.589 homens com 65 anos ou mais de idade. Dentre 0s
examinados por técnica de ultrassom, 415 (1,7% da populacdo) confirmaram ser portadores
AAA. Esses achados sdo semelhantes aos encontrados nos trabalhos de (CHAN et al., 2021,
ALTOBELLIetal.,2018; LADICH etal., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2004), em que citam
a prevaléncia de AAA em 2% da populacdo com faixa etaria em torno dos 60 anos, sendo mais
frequente no sexo masculino. Segundo (MOLL et al., 2011) o tabagismo e 0 sexo masculino
com idade entre 50 e 79 anos é um dos fatores de risco para desenvolvimento de AAA, dentre
os fatores de risco, o tabagismo em nossa populacdo apresentou-se em cerca de 97 % dos
pacientes.

Um estudo realizado no estado do Espirito Santo para avaliar taxas de prevaléncia
associadas aos fatores de risco para 0 AAA no Brasil, (BARROS et al., 2015) analisaram
ecografias vasculares de 834 pessoas no periodo de 2002 a 2003 e encontraram 21 pacientes
com diagndstico de AAA (prevaléncia de 2,5%), sendo 15 do sexo masculino (71,4%), com
idade entre 65 a 75 anos (66,7%), fumantes ou ex fumantes (66,7%) e hipertensos (57,1%). No
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estudo de coorte retrospectiva de (KENT et al., 2010) com 3,1 milhdes de pacientes que
responderam a um questionario de estilo de vida e posteriormente examinados por ultrassom
para avaliar risco de AAA entre os anos de 2003 e 2008, observaram uma forte associa¢édo da
incidéncia de AAA ao tabagismo e HAS.

Ainda (SINGH et al., 2001) e outros trabalhos (VAN et al., 2021; KOBEISSI et al.,
2019; TAKAGI; UMEMOTO, 2005) também descrevem a hipertensao arterial como um dos
fatores de risco para o desenvolvimento desse tipo de aneurisma. No presente estudo foi
encontrada uma taxa de hipertensdo em 58% dos individuos com AAA incluidos, e doencas
coronarianas em cerca de 38% em comparagdo com 0 grupo controle em que nenhum paciente
apresentou IC, doenca coronariana e doenca arterial periférica. Ainda quanto a associagédo de
histérico de infarto agudo do miocardio pacientes com AAA obtiveram histérico de 26%
enguanto o grupo controle apenas 6%. Quanto ao aspecto da utilizacdo de farmacos, as drogas
usadas como estratégia atuais, sdo os inibidores da ECA e bloqueadores dos receptores AT1
(WANG et al., 2019). Do total de 31 pacientes do grupo AAA 10 estavam sobre uso de
inibidores dos sistemas renina angiotensina, sendo 5 em uso de inibidores da ECA e 5 em uso
do antagonista do receptor de angiotensina 1, respectivamente 16% da populacdo para cada.

Nossos dados demograficos e clinicos confirmam dados da literatura (SBACV, 2015;
BRASIL, 2016) que descrevem, portanto, os fatores de risco para desenvolvimento de AAA,
idade avancgada, género masculino e tabagismo, todos estes presentes como caracteristicas
marcantes nos individuos incluidos neste estudo. No grupo controle foram incluidos 15
pacientes com diagnostico de morte encefalica. Sendo que 40% séo do sexo masculino, com
idade média de 41 anos. Observa-se que o tabagismo (26%), hipertensdo arterial (33%),
sobrepeso (33%) e AVC (53%) destacam-se entre os fatores de risco no grupo controle, porém
ainda menor comparado ao grupo AAA.

O AAA ¢é uma doenca degenerativa e inflamatdria que pode levar a complicacGes fatais.
E definido como o aumento de pelo menos 50% do diametro local da aorta (JOHNSTON et al.,
1991). Esse aumento de diametro é resultado de complexa remodelacao vascular, caracterizada,
entre outros fatores, pela quebra da MEC, devido a atividade proteolitica excessiva, propiciando
a potencial ruptura do vaso (MICHEL et al., 2011; JOHNSTON et al., 1991). A elevada
estimativa do AAA em idosos do sexo masculino, e sua patogénese voltada aos mecanismos
inflamatdrios tem sido potencial alvo de investigagéo cientifica. O mecanismo até o momento
conhecido sobre o AAA envolve a degradacao/ destruicdo do colageno e elastina da camada

média e adventicia, com consequente infiltrado inflamatério, levando a destruicdo da
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musculatura lisa (SA JUNIOR et al., 2014). Sabendo que o AAA é caracterizado por uma
inflamacdo crénica com consequente degradacédo vascular, a literatura ainda é vaga sobre quais
0S mecanismos reais que iniciam esse processo inflamatorio no vaso. O presente trabalho
buscou entender como a inflamacéo esta envolvida no AAA e dentre os achados observadas, a
alteracdo dos mediadores inflamatorios, MMPs e TIMPs no local da lesdo, tecido adrtico,
mostrou-se importante na fisiopatologia aneurismatica.

O papel de mediadores inflamatérios e MMPS no AAA vem sendo discutido na
literatura. Nordon e colaboradores (NORDON et al., 2011) em revisdo da literatura sobre o
AAA sugerem uma correlacdo entre a superproducao de interleucinas e AAA e (NOSALSKI;
GUZIK, 2017) também discutem o processo de infiltragdo de leucdcitos, com aumento positivo
da expressdo de fatores inflamatdrios como citocinas e quimiocinas, induzindo a infiltracdo
dessas células como neutrdfilos e macrofagos, todos implicando na formacdo do AAA no
microambiente da parede adrtica. Outro trabalho sugere que o processo inflamatorio na aorta
estd relacionado as mudancas vasculares relacionadas a idade, pois hd uma redugdo na
capacidade de resposta do sistema imunoldgico, explicando uma tendéncia em desenvolver
reacOes inflamatorias e consequentemente doencas croénicas como o AAA (CHUNG,; LIP,
2006).

Uma outra teoria segue a correlacao de que ha a ativacdo dos linfécitos T que estimulam
a ativacdo de interleucinas principalmente IL-6 (NORDON et al., 2009). O aumento da
producdo de citocinas ativam os receptores de apoptose nas células musculares lisas, fazendo
com que haja reducdo na sintese de colageno e elastina e consequentemente morte celular na
MEC. Além disso, devido a destrui¢do da camada do vaso, havera perda da resisténcia da tdnica
média, e componentes inflamatorios contidos na camada adventicia liberam infiltrados
inflamatdrios para aumentarem ainda mais a adesdo na camada média. Esses processos, em
conjunto com o acumulo de plaquetas e coagulacdo promovem a trombose intraluminal,
causando a dilatacdo da aorta com consequente ruptura se ndo tratado (CAMERON; RUSSELL;
OWENS, 2018). Neste estudo observamos um aumento da IL-6 tecidual, enquanto no plasma
a IL-6 ndo estava alterada entre o grupo AAA e o grupo controle. Podendo inferir que IL-6 esta
relacionada com o processo inflamatoério cronico no local da lesdo. Outros autores (ANZAI,
2018) demonstraram através de coloracdo em imunohistoquimica aumento de macrofagos e
infiltragdo de linfdcitos T, principalmente na camada média e adventicia, com consequente

destruicdo de colageno e elastina.
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Além da IL-6, também foram analisadas as interleucinas IL-8, TGF3 e TNFa. A citocina
IL-8 também apresentou aumento significativo nas aortas no grupo AAA em relacdo ao grupo
controle, enquanto o TNFa e ¢ TGFf ndo apresentaram alteragdo no plasma e tecido aortico
entre os grupos, demonstrando que IL-8 pode estar ligada ao processo de degeneracéo tecidual,
apoptose de células musculares lisas e consequente ativacdo das MMP 2 e MMP 9 descritas a
seguir. E interessante que nenhuma das citocinas investigadas apresentou alteragdo no plasma,
somente foi encontrado diferenca no territorio local, na aorta, mostrando a importancia do efeito
autocrino e paracrino tecidual. Essas citocinas foram escolhidas por estarem relacionadas com
0 processo inflamatério no AAA. Nossos achados ainda corroboram com os estudos da
literatura (KOKJE et al., 2016; LINDEMAN et al., 2008) que retiraram fragmentos de parede
aneurismatica da aorta humana e demonstraram que, neste tipo de tecido, existe expressao e
ativacdo elevada de IL-6 e IL-8, em que se nota que esse tecido estava em processo de ativagdo
de células inflamatorias.

No estudo de (JU; PEARCE, 2014), com amostras provenientes de camundongos
portadores de AAA, mostra que a IL-6 contribui, como dito anteriormente, na apoptose e
modulacdo da MEC pelo aumento da acdo de MMPs, além de apresentar-se elevada no tecido
adrtico.

Em relacdo aos outros tipos de citocinas estudadas, (DOYLE et al., 2012) através do
DNA gendmico de linfocitos extraidos de coleta de sangue periférico de 10 pacientes com AAA
no Hospital Johns Hopkins observaram que o TGFp influenciou nos mecanismos celulares,
incluindo proliferacdo celular, diferenciacéo e atividade sintética. Podendo contribuir para o
desenvolvimento deste tipo de aneurisma. O TGFP também foi relacionado a um papel
importante no desenvolvimento do AAA, (LOCKE et al., 2015) obtiveram 8 amostras teciduais
de pacientes diagnosticados com AAA infrarrenal e outro grupo sem a doenca aneurismatica.
Como resultado no mRNA encontraram 5,6 vezes de aumento nas taxas teciduais de TGFf
entre grupo AAA e o0 grupo sem a doenca. Nossos achados ndo demonstraram significancia
estatistica nas amostras teciduais de AAA em comparagdo ao grupo controle, com aumento de
TGFp nas mesmas.

Os mediadores inflamatdrios fazem uma ligagéo entre o processo de inflamagdo com a
degeneracgdo do vaso, sdo eles que modulam a producdo das MMPs 2 e 9 atraves da interacao
dos receptores de membrana (GIMENEZ, 2010; REEPS et al., 2009). Assim, outro ponto

importante do presente estudo foram as avaliagcbes das MMPs e TIMPs envolvidos no AAA.
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As MMPs sdo importantes proteases envolvidas na degradagéo do tecido e sua regulagéo
ocorre por diferentes vias, como a que envolve seus inibidores enddgenos, os TIMPs (VISSE;
NAGASE, 2003). Entre as proteases envolvidas na degradacao da matriz extracelular, estdo as
gelatinases MMP-2 e MMP-9 e seus respectivos inibidores principais: inibidores teciduais das
metaloproteinases-2 (TIMP-2) e inibidores teciduais das metaloproteinases-9 (TIMP-1). Sédo
ativadas através de expressfes génicas e niveis de ativadores vs. inibidores podendo levar ao
desenvolvimento de condicdes patoldgicas como 0 AAA (MOON; CHUNG, 2006). Visando
confirmar estes achados em nossa amostra de estudo e correlacionar os niveis destas enzimas a
outros indicadores clinicos e laboratoriais, foram realizadas as analises das MMP-2 e MMP-9,
por zimografia de gelatina segundo descricéo da literatura (D AVILA-MESQUITA et al., 2021,
RIBEIRO et al., 2014), nos tecidos adrticos e plasmas de pacientes com AAA e controles.
Observou-se aumento significativo da atividade de MMP-2 e MMP-9 no plasma e no tecido de
pacientes com AAA em relacdo a pacientes controle. Nossos achados corroboram com dados
da literatura (MAGUIRE et al., 2019; NORDON et al., 2009), pois observaram que MMP-2
plasmatica apresentou-se mais expressa em amostras de individuos com AAA quando
comparada a grupos controles sem doenca aneurismatica. Além disso, as MMPs sdo
amplamente distribuidas nos tecidos e suas expressdes controladas por citocinas (VAFADARI,
SALAMIAN; KACZMAREK, 2016) segundo o presente achado em que houve elevacdo das
expressoes de IL-6 e IL-8 no tecido concomitante com a elevacdo de MMPs no grupo AAA.
Sendo assim as MMPs sdo identificadas como reguladores - chave da resposta inflamatoria
(AGUIRRE et al., 2017).

Em um modelo animal de AAA em camundongos, (ZHANG et al., 2019) através da
infusdo de angiotensina Il por duas semanas para desenvolvimento do AAA, coletaram tecidos
da aorta e plasma e analisaram MMPs (2 e 9) e TIMP-1 por Western Blot e as citocinas TNFa
e IL-6 por ELISA, observaram aumento das citocinas no plasma, além da elevacdo das MMPs
(2 e 9) e reducao de TIMP-1 no tecido. Em nosso estudo observamos elevacdo das MMPs (2 e
9) tanto no plasma quanto no tecido de amostras humanas com AAA, e nenhuma alteracéo para
TIMP-1 tecidual e plasmatica. Em contrapartida, nosso trabalho em humanos mostrou
diminuicdo da TIMP-2 tecidual no grupo com AAA.

A MMP-2 pode acelerar a degradacdo da MEC, por meio do acumulo da mesma na
superficie do vaso promovendo a degradacgéo do colageno. A TIMP-2 inibe fisiologicamente a
MMP-2 e quando h& algum fator que impeca essa inibi¢do, a expressdo de MMP-2 é positiva

no tecido aortico. Importante salientar que as taxas de MMP-2 sdo maiores em AAA de pequeno
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e médio porte, indicando que a MMP-2 est4 relacionada ao inicio da expansdo do AAA
(NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006). Em condi¢cGes normais a MMP-9 é produzida
fisiologicamente, porém quando ha infiltrado inflamatdrio na parede da aorta sua ativacao €
excessiva, consequentemente a elastina da camada média sera degradada. Em nossos dados
fizemos a comparacéo no grupo com AAA entre MMP-2 e MMP-9, os niveis de MMP-9 foram
significativamente mais elevados no plasma e tecido comparados a MMP-2, no plasma (* p= <
0,0001) e no tecido (* p= 0,0251). Portanto, se ndo houver controle de MMP-9 o vaso pode
evoluir com deterioracdo e ruptura. Quando a MMP-9 esta atuando excessivamente a TIMP-1
ndo consegue inibi-la. Embora os TIMPs possam inibir as MMPs, sua meia-vida é curta e a
inativagéo pode ocorrer facilmente (LI et al; 2020).

Nosso trabalho também analisou os inibidores das MMP- 9 e MMP-2, TIMP-1 e TIMP-
2, respectivamente. Observamos que a concentracdo de TIMP-1 plasmatica e tecidual nao
apresentou diferenca estatistica entre os pacientes do grupo controle comparado com o grupo
AAA. Na analise da TIMP-2 observa-se que a concentracdo plasmatica nos pacientes do grupo
AAA ¢ similar com a encontrada nos pacientes do grupo controle. Interessantemente, a
concentracdo tecidual é significativamente menor em pacientes do grupo AAA do que pacientes
do grupo controle (*p < 0,0001). Diferentemente do relatado por outro estudo, os niveis
circulantes de TIMP-2 ndo foram significativamente menores (ANTONIOU et al., 2011). Ao
avaliarmos as TIMPs nos tecidos, observamos que TIMP-1 ndo apresentou diferenca
significativa comparado ao controle corroborando com dados prévios de (CROWTHER et al.,
2000; PETERSEN; WAGBERG; ANGQUIST, 2002). TIMP-2, desempenha um papel dibio
na regulacdo da MMP-2, e estudos diversos demonstraram que sua concentragdo em tecidos
AAA pode estar aumentada, inalterada ou diminuida (GOODALL et al., 2001;
HIGASHIKATA et al., 2004; PETERSEN; WAGBERG; ANGQUIST, 2002; MCMILLAN et
al., 1995). Em baixas concentragdes, TIMP-2 faz a ativagdo da MMP-2, enquanto que em
concentragOes mais altas, ela age inibindo MMP-2 (STRONGIN et al., 1995). Em nosso estudo,
observamos que ela estava significativamente menos expressa em tecidos de pacientes do grupo
AAA do que em pacientes do grupo controle, 0 mesmo observado por (WILSON et al., 2005).

Neste estudo também se observou que o tamanho do AAA foi relacionado com a
alteracdo da TIMPs 1 plasmatica (* p= 0,0015/R=0,5712) e tecidual (* p= 0,036/R=0,2103),
sendo maior o didmetro da artéria aorta em relacdo ao aumento de TIMP-1. Segundo
(ROGGERIO et al., 2013), em que analisaram 14 fragmentos de aorta abdominal humana néo

aneurismaticos coletadas apds necropsia e 14 amostras de aorta abdominal com aneurisma de
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pacientes submetidos a cirurgia de reparacdo do mesmo e concluiram que o aumento dos
mediadores inflamatorios e a inibicdo de TIMP-1 aumentou a degradacdo do vaso e
consequentemente seu diametro.

Assim, em conjunto nosso trabalho mostrou que houve alteracdo dos mediadores
inflamatorios (IL-6 e IL-8) a nivel tecidual, MMPs 2 e 9 sistémica e localmente e reducgéo de
TIMP-2 tecidual, indicando que esses componentes estdo envolvidos na progresséo do AAA.
Espera-se que este trabalho possa contribuir com o entendimento desta doenca e sirva para

pesquisas futuras que esclarecam os mecanismos envolvidos no AAA.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados sugerem que individuos com AAA apresentam aumento tecidual
dos mediadores inflamatérios (IL-6 e 1L-8), elevagdo dos niveis plasmaticos e teciduais das
MMP-2 e MMP-9 e reducdo tecidual da TIMP-2. Nossos achados confirmaram dados da
literatura onde individuos com AAA sdo em maior parte do sexo masculino, com idade média
de 65 anos, tabagistas ou ex-tabagistas e hipertensos. Portanto, no presente estudo foi mostrado
a contribuicdo tecidual dos fatores inflamatorios, MMPs e TIMPs na aorta aneurismatica,
sugerindo que a resposta local na aorta € uma via importante na fisiopatologia do

desenvolvimento de AAA.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (Grupo estudo)

Titulo do estudo: “Contribui¢do do Sistema Renina Angiotensina na Fisiopatologia em
Aneurisma de Aorta Abdominal”

Marcadores em investigacdo: Componentes do Sistema Renina Angiotensina, Citocinas
e Metaloproteinases.

Nome do investigador principal: Christiane Becari

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

Natureza e objetivo do estudo: O aneurisma de aorta abdominal que corresponde ao
enfraguecimento da parede da artéria aorta o que resulta na dilatacdo da mesma com risco de
estourar e de entupimento das artérias dos membros inferiores devido a saida de codgulos de
sangue que estdo dentro no aneurisma. Ao participar desse trabalho vocé estard contribuindo
para entender melhor a doenca e para a verificacdo de possiveis tratamentos do aneurisma de
aorta abdominal.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria; vocé nao é
obrigado a participar. Seu tratamento e relacionamento com seu médico nédo serao afetados pela
sua decisdo de participar ou ndo deste estudo. Caso aceite participar, a sua
participacao sera encerrada apés a cirurgia, porém se necessario, vocé podera ser chamado para
fornecer informacdes adicionais. Caso vocé se recuse a participar deste estudo, vocé ndo sera
penalizado de nenhuma forma e sua decisdo ndo prejudicara qualquer cuidado médico ao qual
vocé tem direito.

N&o havera remuneracdo e nem ressarcimento de despesas com transporte e/ou alimentacao,
uma vez que vocé vird nos retornos regulares e nao por causa da pesquisa.

Procedimentos do estudo: Vocé devera comparecer para internacdo 1 dia antes do
procedimento para preparo adequado para realizacdo da cirurgia, sendo aproveitada a
oportunidade para coleta de sangue. No dia seguinte, durante a cirurgia serd extraido um
pequeno fragmento do aneurisma conforme ja mencionado. A coleta de sangue trara dor leve e
pode deixar um hematoma (marca roxa) no local da picada.

Riscos e beneficios: esse estudo ndo trara risco adicional a vocé além do risco proprio do

procedimento cirargico. O estudo ndo trara beneficio direto para vocé. No entanto, existe uma
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possibilidade de que as informagdes obtidas neste estudo possam ajudar no desenvolvimento
futuro de um novo tratamento para pacientes que sofrem da mesma condi¢cdo que a
sua. Assim, a sociedade beneficiada com este estudo. Esse pequeno fragmento da aorta
abdominal é um excedente de tecido rotineiramente retirado em cirurgias deste tipo portanto, o
Sr. ndo serd submetido a nenhum risco adicional por conta disso. O senhor terd direito a
indenizacéo neste estudo relacionado & uma eventual perda de confidencialidade.
Confidencialidade: A garantia de sigilo dos seus dados, o direito da confidencialidade dos
dados e respeito a privacidade sera assegurado de acordo com as leis vigentes no pais. Os tubos
coletados serdo numerados, sendo de conhecimento exclusivo do pesquisador principal a que
paciente corresponderd o numero identificador (por exemplo: tubos 1 sdo amostras de sangue
do paciente José Antonio). No entanto, existem riscos minimos de quebra de privacidade e/ou
confiabilidade.

Outras informag0es importantes:

O investigador principal deste estudo é a Dra. Christiane Becari que pode ser
encontrada 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: (16) 981298433

1. Eu li ou leram para mim o termo de consentimento livre e esclarecido para esse estudo.
Recebi todas as explicacdes sobre a natureza, objetivo, duracdo, efeitos e riscos previsiveis
do estudo, assim como sobre as minhas responsabilidades. As minhas perguntas foram
respondidas satisfatoriamente.

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

3. Entendo que minha participacdo no estudo é voluntaria e que posso me recusar
a participar ou posso sair do estudo a qualquer momento. Caso eu me recuse a participar
deste estudo, ndo serei penalizado e minha decisdo ndo prejudicard qualquer cuidado
médico ao qual eu tenha direito.

4. Sera feita uma revisdo do seu prontuario médico para buscar dados quanto ao
procedimento cirdrgico realizado e resultado de exames de seguimento apos o tratamento.

5. Receberei uma via assinada deste consentimento.
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Nome do paciente:

(preenchimento pelo paciente ou representante legal)

Nome do representante legal

(Se aplicéavel):

Assinatura do paciente:

(ou representante legal, se aplicavel)
Data:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:
Data:

Investigador / subinvestigador ou pessoa que conduziu a discussao sobre o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido: “Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza,
proposito, duracdo, 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/doadores de 6rgaos)

Titulo do estudo: “Contribuicdo do Sistema Renina Angiotensina na Fisiopatologia em
Aneurisma de Aorta Abdominal”
Marcadores em investigacéo: Componentes do Sistema Renina Angiotensina, Citocinas
e Metaloproteinases.
Nome do investigador principal: Christiane Becari
Instituicdo: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo — HCFMRP-USP.

Este é uma proposta de participacdo em uma pesquisa que tem por finalidade
estudar aneurisma de aorta abdominal enderecado ao familiar ou responsavel legal do

paciente: Sr. 0 qual apresentou morte cerebral e

autorizou (ou seu representante legal) a sua doacéo de 6rgdos e tecidos. Solicitamos a
autorizacdo para a extracdo de um pequeno fragmento da parede da artéria aorta durante a
cirurgia de captacdo de orgdos. Esta coleta de amostra sera realizada apds o explante de
todos os 6rgdos e tecidos destinados a transplante. Este documento descreve o estudo para
0 qual vocé estd sendo convidado a participar e 0 que o estudo envolvera. Leia este
documento com cuidado e ndo hesite em fazer qualquer pergunta.

Natureza e objetivo do estudo: vocé esta sendo convidado a participar deste estudo de
pesquisa clinica porque seu familiar apresentou morte cerebral e ndo é portador de
aneurisma de aorta abdominal. O tecido coletado, portanto, sera destinado ao grupo
controle do estudo sobre aneurisma de aorta abdominal que corresponde ao
enfraguecimento da parede da artéria aorta o que resulta na dilatagdo da mesma com risco
de romper e de entupimento das artérias dos membros inferiores devido a saida de coagulos
de sangue que estdo dentro no aneurisma. Ao participar desse trabalho vocé estarad
contribuindo para entender melhor a doenca e para a verificacdo de possiveis tratamentos
do aneurisma de aorta abdominal.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria; vocé ndo
é obrigado a participar. Caso aceite participar, a duragdo do estudo se encerrara logo apos
acirurgia, porém vocé podera ser chamado para fornecer informagdes adicionais do doador

que porventura forem necessarias.
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N&o haverd remuneracdo e nem ressarcimento de despesas com transporte e/ou
alimentacéo.

Risco e beneficios: E possivel que a sociedade possa se beneficiar deste estudo. Existe
uma possibilidade de que as informacbes obtidas neste estudo possam ajudar no
desenvolvimento futuro de um novo tratamento para aneurisma de aorta abdominal.
Confidencialidade: a garantia de sigilo dos dados, o direito da confidencialidade dos
dados e respeito a privacidade sera assegurado de acordo com as normas brasileiras. No
entanto, existem riscos minimos de quebra de privacidade e/ou confiabilidade.

Outras informag0es importantes:

O investigador principal deste estudo médico é o Dr. Christiane Becari que pode
ser encontrada no seguinte endereco: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo 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: 16 981298433

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

2. Concordo em participar do estudo e autorizo a coleta da amostra de aorta

do Sr . Concordo em cooperar totalmente com o médico e entrar

em contato com ele/ela quando necessario para esclarecimento de duvidas ou dos
préximos passos do estudo.

3. Entendo que a participacdo no estudo é voluntaria e que posso me recusar a
participar a qualquer momento. Caso eu me recuse a participar deste estudo, nédo serei
penalizado de nenhuma forma e minha deciséo.

4. Receberei uma via assinada deste consentimento.

Nome do paciente/doador:

Assinatura do familiar ou representante legal:

Grau de parentesco:
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Data:
Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Data:

Investigador ou pessoa que conduziu a discussdo sobre o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido:

“Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, propdsito, duracdo, efeitos e riscos
previsiveis do estudo ao paciente acima mencionado”

Nome:

Assinatura:
Data:
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