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SINOPSE

Introduciio - A macrovasculopatia, um achado comum no diabete melito, parece se
desenvolver de uma forma acelerada, mas seus aspectos celulares e moleculares
permanecem apenas parcialmente elucidados. Enquanto na aterosclerose comum e
especialmente em outras formas de wvasculopatia acelerada, mecanismos
imunoinflamatorios participam no processo da doenga, ndo esté claro se isto acontece
na vasculopatia diabética. Nos formulamos a hipétese de que a macrovasculopatia
diabética, comparada com a aterosclerose classica, estd associada com aumento da
expressdo imunoinflamatéria e acimulo de matriz extracelular.

Objetivos - Este trabalho teve por objetivo analisar e comparar aspectos histologicos
em lesGes aterosclerdticas em secges de grandes artérias de pacientes com diabete
melito tipo 2 e de pacientes nfo-diabéticos submetidos a amputagdo de membros
inferiores, e caracterizar, por imunoistoquimica, a presenga de uma reagdo
imunoinflamatéria e o acimulo de matriz extracelular, através da expressio de
linfocitos T, macrofagos, fibronectina e fator de necrose tumoral-a.

Material e métodos - Neste estudo, foram analisados segmentos arteriais obtidos apés
amputacdo de membros inferiores, por doenga aterosclerética avangada, de pacientes
com diabete melito tipo 2 e de pacientes ndo-diabéticos. Caracteristicas histologicas
(extensdo da proliferagdo intimal, celularidade, acimulo de matriz extracelular,
fragmentacdo da ldmina elastica interna e presenga de calcio e colesterol) foram
semiquantitativamente graduadas nos dois tipos de lesdo. Usando imunoistoquimica,
através de analise semiquantitativa, também foram avaliados a presenca de linfocitos T
e macrofagos, o acimulo de fibronectina, e a expressdo do fator de necrose tumoral-ct.
Resultados - Foram estudados 20 pacientes com diabete melito tipo 2 (idade 68,9 +
10,9 anos) e 16 pacientes ndo-diabéticos (idade 67,1 * 14,6 anos). Achados

histolégicos destas lesGes ateroscleroticas avangadas foram similares nos dois tipos de



lesdes examinados. Por imunoistoquimica, foi observado um padrio similar de
infiltragéo de linfocitos T, com coloragdo positiva em 12/19 dos pacientes com diabete
melito e em 8/16 dos pacientes ndo-diabéticos, bem como de macrofagos (13/20 dos
pacientes com diabete melito e 10/16 dos pacientes nfo-diabéticos), e de acumulo de
fibronectina (16/20 dos pacientes diabéticos e 10/16 dos nfo-diabéticos). Entretanto,
um aumento da expressdo do fator de necrose tumoral-a foi observado em lesdes de
pacientes com diabete melito tipo 2 (13/19 pacientes tinham coloragio positiva) em
relagio as lesdes de pacientes nfo-diabéticos (2/16 tinham coloragdo positiva), com
p<0,003 e razdo de chance de 15,17 (IC 2,12-139,5).

Concluses - Estes dados sugerem que o aumento da expressdo do fator de necrose
tumoral-ot, observado nas lesdes dos pacientes com diabete melito tipo 2, pode refletir
uma maior atividade inflamatoéria associada com o desenvolvimento das lesdes

vasculares nestes pacientes.
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ABSTRACT

Background - Large vessel disease, a common feature of diabetes mellitus, appears to
run an aggressive course but its cellular and molecular aspects remain partially
elucidated. While in common atherosclerosis and especially in other forms of
accelerated vasculopathy, immunoinflamatory mechanisms participate in the disease
process, it is unclear whether this is present in diabetic vasculopathy. We hypothesized
that diabetic macrovasculopathy, compared to classical atherosclerosis, is associated
with increased immunoinflamatory features and matrix accumulation.

Objectives - To analyze and compare features of atherosclerotic lesions on vessel
segments obtained from type 2 diabetic patients and nondiabetic patients submitted to
limb amputation. Lesions were studied by histology and for the presence of an
immunoinflamatory reaction by the expression of T cells, macrophages and tumor
necrosis factor-o, and matrix accumulation by fibronectin expression in the two
groups.

Material and methods - In this study, vessel segments obtained after lower limb
amputation for advanced atherosclerctic disease, from type 2 diabetic patients and
nondiabetic patients were analyzed. Histological characteristics (extent of intimal
proliferation, cellularity, matrix accumulation, internal elastic lamin fragmentation,
presence of calcium and cholesterol) were semiquantitatively graded in the two lesion
types. Using immunohistochemistry, the presence of T cells and macrophages,
accumulation of fibronectin, and expression of tumor necrosis factor-o. were semi-
quantitatively assessed in the two groups.

Results - Twenty type 2 diabetic patients (age 68.9 + 10.9 years) and 16 non-diabetic
patients (age 67.1 + 14.6 years) were studied. Histological features of advanced
atherosclerotic lesions were similar in the two groups. By immunohistoohenﬁstqr, a

similar pattern of T cell infiltration (with positive staining in 12/19 diabetic patients and



iv

in 8/16 of non-diabetic patients), and of macrophage infiltration (13/20 of diabetic
patients and 10/16 of non-diabetic patients) were observed. Increased fibronectin
accumulation was observed in 16/20 diabetic patients and in 10/16 non-diabetic
patients. Nevertheless, increased expression of tumor necrosis factor-a. was observed
in diabetic patients lesions (13/19 had positive staining) whereas only 2/16 lesions from
nondiabetic patients had positive staining (p<0.003), with an odds ratio of 15.17 (CI
2.12-139.5).

Conclusions - These data suggest that increased expression of tumor necrosis factor-o
observed in the diabetic patients lesions may reflect an enhanced inflammatory activity

associated with the development of vascular lesions in type 2 diabetic patients.
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INTRODUCAO

Aterosclerose

Aspectos gerais

A aterosclerose ¢ o principal processo na patogénese do infarto agudo do
miocardio e de infarto cerebral, gangrena e perda de fungfo nas extremidades. Esta pode
ser definida como uma resposta imunoinflamatéria a lesdo quimica ou fisica do endotélio,
consistindo na formacio de lesdes fibrogordurosas e fibrosas que acometem a intima
arterial focalmente(1). A distribuicdo da doenca aterosclerdtica nfo é uniforme.
Enquanto algumas arterias sdo poupadas, outras, como as corondrias, sdo de alto risco.
Num mesmo individuo, o grau de aterosclerose coronaria, cerebral e carotidea é
freqiientemente variavel(2).

Um importante achado das lesBes precoces (estrias gordurosas) ou das lesSes
mais avancadas (placa fibrosa) € a consistente topografia focal, particularmente em
relagdo a locais de divisdo de fluxo, ramificacGes e areas de curvatura arterial. Esta
distribui¢io focal das lesGes ateroscleroticas sugere um papel de forcas hemodindmicas
na inicia¢do ou progressdo da doencga. As lesdes desenvolvem-se preferencialmente em
areas de baixo estresse de cizalhamento, onde ha um prolongado tempo de contato das
moléculas, especialmente lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e células como
monocitos e plaquetas(3). Também € proposto que uma deficiéncia localizada de
nutrientes como glicose e oxigénio nestas areas criticas da arvore arterial possam ser a
causa principal da disfungdio endotelial e iniciagio da lesdo(4). A analise
imunohistoquimica destas lesdes revela que as estrias gordurosas sdo lesdes ricas em
lipideo, consistindo primariamente de ésteres de colesterol englobados por macrofagos,

alguns linfocitos, e mesmo raramente por células da musculatura lisa. A placa fibrosa



consiste quase que exclusivamente de células da musculatura lisa com alguns macrofagos
e grande acumulo de componentes da matriz extracelular. As areas de lesdo avangada
sdo formadas por camadas de células da musculatura lisa que proliferaram, macréfagos
contendo lipideos e alguns linfocitos T, cristais de colesterol, debris necroticos e
calcificacdo(5).

Sintomas clinicos decorrentes da aterosclerose dependem de varios mecanismos.
O processo primério de acimulo lipidico e a producdo de matriz extracelular por células
da musculatura lisa podem levar ac aumento do volume de uma ou mais placas até a
obstrugdo da luz do vaso e limitagdo do fluxo sangiiineo. A placa também pode entrar
em uma fase de instabilidade e ser complicada pela formagfo de um trombo. Além disto,
a alteracfo do toénus vascular na artéria afetada favorece vasoconstrigdo, e a atrofia e
destrui¢do da média secundarias a aterosclerose intimal podem levar a formagdo de

aneurismas(2).

Patogénese da aterosclerose convencional

A hipétese de resposta a lesdo, proposta por Ross, sugere a participacdo de
diferentes fatores de risco levando a disfuncgdo endotelial, o que pode provocar uma série
de interagdes celulares que culminam nas lesdes de aterosclerose, incluindo uma fixagio
aumentada de lipoproteinas na artéria, o aparecimento de glicoproteinas especificas de
adesdo na superficie das células endoteliais, com migragdo de monocitos e linfocitos T
através do endotélio, mediada pela influéncia de moléculas reguladoras de crescimento ¢
quimioatrativos, liberados por células endoteliais, inflamatorias e musculares lisas. A
progressdo da lesio € marcada pelo acumulo de camadas de células musculares ¢
macrofagos cheios de lipideos, além da sintese de colagenos, elastina e
proteoglicanos(1).

Muitos estudos tém sido realizados nesta area, e o resultado € o marcado
progresso na identificagdo de diferentes tipos celulares e varias moléculas que estdo

envolvidas na aterogénese.



Lipideos e lesdo oxidativa

As ja citadas areas propensas ao desenvolvimento de lesGes aterosclerdticas sio
caracterizadas por um elevado influxo intimal e pela acimulo de proteinas plasmaticas e
mondcitos, o que é marcadamente acelerado na presenca de hipercolesterolemia(3,6).
Além disso, € sabido que niveis plasmaticos elevados de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e LDL, bem como o aumento dos niveis destas lipoproteinas no
espaco intersticial da intima arterial, levam a um maior tempo de permanéncia da
lipoproteina e a um aumento da ?robabilidade de oxidagdo oportunistica, tanto pelo
endotélio adjacente como por células da musculatura lisa(7,8).

A modificacdo oxidativa da LDL ¢ iniciada pela peroxidac¢do das cadeias duplas
nos éacidos graxos poli-insaturados. Neste processo estdo envolvidos oxigenases
celulares, especialmente a 15-lipoxigenase e o anion superoxido, resultando na alteragio
e fragmentagio da molécula da apoproteina-B100 da LDL(9-11).

A LDL modificada oxidativamente apresenta propriedades fisico-quimicas e
biologicas diferentes da LDL nativa, como o aumento de sua densidade e de sua carga
negativa, alterando radicalmente seu estado passivo, induzindo quimiotaxia para
mondcitos circulantes e inibindo a motilidade de macréfagos teciduais. Além disso, a
LDL oxidada (LDL-OX) € citotoxica para células endoteliais e induz a sintese de
interleucina-1f (IL-1B) e a ativagdo de linfécitos T. A ingestio aumentada de LDL-OX
pelos macréfagos, principalmente via receptor de varredura, ndo € regulada pelo
conteudo lipidico intracelular, tornando o macréfago estufado por excesso de gordura e
originando as células espumosas(9).

As lipoproteinas alteradas também podem ser englobadas pelos macrofagos
através de complexos lipoproteina-anticorpo, mediados pelo receptor Fc (fragmento de
imunoglobulina cristalizavel)(12), ou por fagocitose ndo especifica, apds agregacio da
lipoproteina induzida por oxida¢@o(13). Os macréfagos secretam varios produtos que
podem influenciar a ingesta de lipoproteinas, entre eles a lipase lipoproteica (LpL),
radicais livres de oxigénio e proteases que podem promover agregagdo e subseqiiente

fagocitose(14).



A geracdo de espécies reativas de oxigénio ou radicais livres por macrofagos
ativados, células endoteliais e da musculatura lisa ¢ de grande importincia na
aterogénese. Os radiéais livres gerados oxidativamente modificam lipoproteinas,
presumidamente no intersticio intimal. Nesta seqiiéncia de eventos, a molécula de LDL-
OX gerada é citotoxica e juntamente com a influéncia direta de radicais livres €
responsavel por necrose das células espumosas e desenvolvimento do core lipidico
extracelular(3,9,15).

A LDL-OX também pode alterar a expressio de genes e a secregdo de varios
fatores de crescimento e citoquinas pelos macréfagos, como por exemplo o fator de
necrose tumoral-oe (TNF-o), a IL1J, o fator estimulador de colénias (CSF), o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator quimiotaxico monocito-especifico-1
(MCP-1)(16,17).

Apesar de fortes evidéncias suportarem a existéncia de LDL-OX in vivo, o papel
da oxidagio de lipoproteina no desenvolvimento da lesdo foi demonstrado somente de
maneira indireta, através de estudos indicando que certos anti-oxidantes impedem a
progressdo de lesOes arteriais(16,18).

Ha fortes indicios sugerindo um papel do sistema imune na aterosclerose. Neste
sentido, lipoproteinas modificadas também parecem ter importancia, ja que podem ser
altamente imunogénicas e estimular células imunocompetentes a secretar fatores
vasoativos e citoquinas(18,19). Por outro lado, uma variedade de citoquinas agem em
diferentes receptores, podendo afetar multiplos processos e assim alterar o metabolismo

e aumentar o nivel sérico dos lipideos(20).

Endotélio, moléculas de adesiio e células inflamatérias

O recrutamento intimal de mondcitos desempenha um papel vital na aterogénese,
e em parte, reflete a natureza inflamatéria da doenga. Multiplos aspectos contribuem
para o processo deste recrutamento, incluindo ativagdo endotelial, sintese de varias

moléculas de adesfio celular e migracdo transendotelial, mediada por fatores



quimiotaxicos, como o MCP-1 e LDL-OX. E importante salientar que a expressio e
secrecdo de MCP-1 por células da musculatura lisa e células endoteliais também podem
ser induzidos por LDL minimamente oxidado(3,19,21).

Os mondcitos sofrem um processo complexo de ativagio e diferenciagio,
principalmente na intima arterial, onde tornam-se maiores com um auge de atividade
secretoria de enzimas hidroliticas e proteoliticas, complemento, apoproteina E e LpL
(3,21). Embora os radicais livres de oxigénio também sejam gerados por células da
musculatura lisa e células endoteliais, é sabido que o macrofago intimal € o seu principal
produtor.

A analise de secgbes de placas ateroscleroticas usando anticorpos monoclonais
especificos mostra que o infiltrado mononuclear é composto de macrdfagos e linfocitos
T(5,22). O processo inflamatorio secundario torna-se evidente em lesdes avangadas.
Infiltrado linfocitico é relatado inclusive na adventicia de artérias com aterosclerose
avan¢ada. Hansson e colaboradores, ao estudarem a placa aterosclerdtica através de
imunochistoquimica, demonstraram a combinagfo de linfécitos T, macrofagos, e células
endoteliais expressando antigenos do Complexo de Histocompatibilidade Principal classe
I (MHC-I), o que indica uma resposta local imune contribuindo para o
desenvolvimento da doenga. Além disso, uma alta freqiiéncia de antigeno leucocitico
humano (HLA-DR) e do antigeno de ativagdo muito tardia (VLA-1), expressos em
linfocitos T, e uma expressdo menos marcante do receptor para IL-2, similar ao que
ocorre em condi¢des inflamatorias, podem ser marcadores da ativagdo destas células.
Muitas delas contém o interferon-y (IFN-y), sugerindo que a ativagdo & acompanhada
pela sintese desta citoquina, originada por células T ativadas(23,24). A VLA-1 é um
membro da subfamilia 1 da familia das integrinas, uma molécula de adesdo celular, que
serve como receptor celular para colageno e laminina, ancorando a célula a matriz
extracelular, e também ¢ importante no extravasamento e acimulo local de linfécitos na
resposta inflamatoria(25).

As células espumosas contendo colesterol, marca registrada na aterosclerose, sdo

macrofagos, na maior parte das vezes derivados de monocitos da circulagdo sanguinea.



A capa fibrosa que envolve o nicleo lipidico € dominada por células da musculatura lisa,
mas contém também um nimero substancial de linfécitos T e macréfagos. Uma analise
da composigio proteicé da superficie destas células mostra que elas diferem das células
correspondentes no sangue e que muitas delas estdo em estado ativado. Estudos usando
anticorpos monoclonais e DNA complementar (cDNA) mostraram que muitas citoquinas
derivadas de células imunes sfo produzidas na placa aterosclerdtica(17,23).

As citoquinas derivadas dos macréfagos e linfécitos também podem regular o
metabolismo celular, tendo-se como exemplo o metabolismo do colesterol nos
macrofagos, onde a expressio do receptor de varredura esta sob controle de citoquinas.
Tanto o IFN-y quanto o TNF-o, que ¢ produzido por células T e macrofagos, podem
desativar o gene para o receptor de varredura, inibindo a transformagfio do macréfago
em uma c€lula espumosa (26,27).

As células do endotélio vascular tém um papel ativo no processo de infiltragéo
intersticial leucocitica que caracteriza as respostas inflamatérias cronicas. Este processo
parece ser iniciado por células endoteliais, as quais influenciadas por mediadores
inflamatoérios expressam varias moléculas de adesfio na superficie. Ainda caracterizando
este aspecto de ativagdo endotelial, Ginbrone e colaboradores(28) demonstraram em
aortas de coelhos que uma dieta rica em lipideos também € capaz de induzir a expressio
de moléculas de adesfio no endotélio. Estas interagem com ccntrawreceptbres nos
leucacitos circulantes e provocam sua adesdo ao endotélio vascular com a primeira etapa
na migracdo dos leucocitos nos tecidos. Estudos com células endotelias em cultura
humana mostraram que IL-1B, TNF-a e IL-4 estdo entre os mediadores inflamatérios
que podem promover a expressdo da molécula de adesdo da célula vascular tipo 1
(VCAM-1) em células endoteliais de veia umbilical humana (29,30). Além disso,
expressdo da molécula de adesfo intercelular tipo 1 (ICAM-1) e da VCAM-1 ocorre em
artérias coronarias e no miocardio em trasplante cardiaco heterotopico em coelhos,
promovendo adesdo e migracdo transendotelial de células inflamatoérias. Entretanto, o
bloqueio seletivo do TNF-a, com o uso de um receptor solivel, diminuiu

significativamente a incidéncia e a severidade de arteriopatia coronaria neste



modelo(31,32), o que ilustra as similaridades entre um processo primariamente

imunoinflamatorio e o desenvolvimento de aterosclerose.

Células da musculatura lisa e citoquinas

A migragdo e a proliferagdo das células da musculatura lisa na intima arterial
participam na progressdo da aterosclerose. Diversos fatores interagem, promovendo a
sintese de colageno, elastina e proteoglicanos na placa, o que contribui para a progressio
da lesdo. Por exemplo, dados da literatura indicam que o fator de crescimento derivado
de plaquetas pode promover quimiotaxia para a migragdo de células da musculatura lisa
em direcdo & intima, enquanto o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) parece
aumentar a replicacdo das células da musculatura lisa (19).

Citoquinas produzidas por células inflamatorias, endoteliais e da musculatura lisa
modulam a interacdo entre células imunoreativas circulantes e o endotélio vascular,
através do aumento da expressdo e ativacdo de receptores e contra-receptores. Podem
também regular varios processos celulares, como proliferacdo de células da musculatura
lisa, ativacdo de linfécitos T, e também producio de proteinas da matriz extracelular.
Entretanto, os linfécitos T também podem ter um papel oposto ao produzir IFN-y, a qual
€ uma citoquina inibidora do crescimento endotelial e das células da musculatura lisa
(33).

Por apresentar varias fungdes biologicas, a IL-1 tem um papel importante na
patologia vascular ac modular o metabolismo de LDL, regular proliferagdo de célula
muscular lisa, estumular a adesio de leucocitos ao endotélioc aumentando a
permeabilidade endotelial, induzir a produgfio de glicosaminoglicanos pelas células
endoteliais e promover atividade pro-coagulante(34). Clausell e colaboradores
demonstraram a presenga de uma resposta imunoinflamatéria em coronérias de coragdes
transplantados de porcos, o que era associado & acimulo de fibronectina e ao aumento
da expressdo de IL-18 e TNF-a(34-36) e que o efeito do TNF-o parece ser mediado via
IL-1B(37).



Entre as vérias citoquinas existentes, 0 TNF-¢ parece ser o mais complexamente
envolvido na patogeénese da aterosclerose. O TNF-a media a resposta imunoldgica de
células T no processo de rejeicdo coronaria em transplante cardiaco, tem um papel na
ativagdo endotelial, aumenta a expressdo de moléculas de adesdo, induz angiogénese e a
formagdo de outras citoquinas, especialmente a IL-1(32). Além disso, estudos in vifro
indicam que o TNF-o pode iniciar uma cascata de citoquinas por meio da indugio de IL-
1B e do aumento da sintese de fibronectina por células da musculatura lisa em artéria
coronaria de porcos(38).

Desta forma, estudos in vivo e in vitro dos efeitos das citoquinas nas células
vasculares demonstram que as citoquinas do sistema imune podem modular respostas
vasculares e influenciar no processo aterosclerético. E possivel que o monitoramento da
resposta imune possa ser util no diagnostico e na avaliagio do processo aterosclerético,
e que a interferéncia com uma rede de citoquinas possa ser usada para inibir ou reverter

os processos patologicos na parede do vaso (33).

Matriz extracelular

As proteinas mais importantes da matriz extracelular sfo o colageno, os
proteoglicanos e a fibronectina. Este conjunto de componentes confere for¢a mecéinica
aos tecidos e mantém a placa como uma estrutura estavel(2). Os processos que
envolvem adesdo celular, migracdo e diferenciaggo, proliferagio e interagdo celular com
a matriz extracelular, sdo influenciados por uma complexa interagdo de citoquinas e
peptideos reguladores de crescimento.

Estudos de Boudreau e colaboradores, sobre o papel de diferentes componentes
da matriz extracelular na proliferagdo intimal em modelos experimentais, demonstraram
que no ductus arteriosus existe aumento da sintese de fibronectina, e isto foi associado
com uma maior migra¢io de células da musculatura lisa (39). Estas células também
expressavam maior densidade do receptor para motilidade mediada pelo acido

hialurdnico, um glicosaminoglicano presente na matriz extracelular (40). Também no



ductus arteriosus, foi demonstrado que o fator de crescimento 3 (TGF-B) regula o
aumento da producfo, pelas células endoteliais, de matriz extracelular associada ao
espessamento intimal(41). Em estudos posteriores usando coelhos poés-transplante
cardiaco, foi demonstrado que o bloqueio in vivo de TNF-a usando receptores soltiveis
desta citoquina causou uma diminuigio do aparecimento de lesdes coronarianas,
associada a menor reagdo inflamatéria do vaso e a um menor acimulo de fibronectina na
matriz extracelular(32). Os mesmos autores, comparando espécimes obtidos de
aterectomia de pacientes com doenga coronariana primaria e de lesdes reestendticas,
demonstraram uma reag@io semelhante, com expressio de TNF-a e actmulo de
fibronectina na matriz extracelular, ambos aumentados nas lesdes reestendticas(42).

Navab e colaboradores, usando co-culturas de células endoteliais e da
musculatura lisa de aorta, demonstraram que o aumento da sintese de fibronectina era
parcialmente dependente de IL-1 e IL-6, confirmando a relacdo entre células
inflamatorias, citoquinas e um aumento de proteinas da matriz extracelular no
espessamento intimal(43). Ja Molossi e colaboradores, em modelo semelhante,
confirmam a importancia da produgdo de fibronectina mediada por citoquinas, que atuam
na migragdo transendotelial de linfocitos(44).

Libby e colaboradores, estudando arteriopatia poés-transplante cardiaco em
humanos, sugerem a presenca de uma reagdo imunoinflamatoéria na parede arterial, com a
ativagdo de células endoteliais expressando antigenos MHC-II. Em conseqiiéncia, a
proliferagdo linfocitaria e a liberagdo sustentada de citoquinas levariam & proliferacdo e
migracdo de células da musculatura lisa para o subendotélio e ao acimulo de matriz
extracelular, contribuindo para o espessamento intimal(45).

Portanto, pode-se considerar que as proteinas da matriz extracelular, além de
exercerem um papel regulador no processo aterosclerético, podem ser influenciadas por
mediadores biologicos imunes como as citoquinas, estabelecendo uma interagdo com

elementos inflamatorios participantes do processo aterosclerético.



Macrovasculopatia diabética

Conceito e caracteristicas principais

A presenca de diabete melito, tanto do tipo 1 como do tipo 2, aumenta o risco
para o desenvolvimento de aterosclerose coronaria, cerebral e em artérias periféricas(46).
Além disso, a aterosclerose € a maior complicagdo do diabete melito, contribuindo para
60% da mortalidade em pacientes diabéticos. No estudo Framingham, a mortalidade por
infarto do miocardio foi 2,5 vezes maior nos pacientes diabéticos quando comparados
ao0s néio«diabéticos(él?).

Embora as lesdes ateromatosas em pacientes diabéticos parecam ser
histologicamente idénticas as observadas em populacdo ndo-diabética, elas sdo mais
extensas e mostram um ritmo de progressdo acelerada(46). Pacientes portadores de
diabete melito se caracterizam por apresentarem uma concomitincia de fatores de risco
para doenga vascular, mas dados de Stander e colaboradores indicam que isto ndo
justifica 0 aumento total na morbidade e mortalidade cardiovascular presentes no diabete
melito(48). E possivel, entio, que possam haver aspectos distintos préprios da
macrovasculopatia diabética envolvidos nos mecanismos patogenéticos da doenga.

As alteragGes estruturais na parede arterial de pacientes diabéticos, como as
descritas por Ledet e colaboradores, sdo de grande importéncia para o entendimento da
patogénese da macrovasculopatia entre estes pacientes(49). Deve-se mencionar que uma
das propriedades comuns aos inumeros fatores que favorecem o desenvolvimento da
aterosclerose em diabéticos ¢ que eles contribuem para a disfungdo endotelial (50).
Também ha evidéncias de que um mecanismo imunoinflamatério possa desempenhar um
papel importante(51,52). Por exemplo, o TNF-a tem sido recentemente implicado em
mecanismos de resisténcia a insulina, pela inibicdo do receptor de atividade
insulinica(53), o que sugere um papel desta citoquina no estado hiperglicémico,

sabidamente causador de lesdo endotelial. Contudo, ainda ndo esta claro se estas
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caracteristicas imunoinflamatorias, celulares e moleculares estdo presentes na lesdo

aterosclerdtica da macrovasculopatia diabética.

Hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hiperglicemia

A resisténcia 4 insulina e a hiperinsulinemia exercem papéis centrais na
patogénese da aterosclerose no diabete melito. O hiperinsulinismo endbgeno tem
recebido atengfio como possivel fator de risco cardiovascular, podendo ser pro-
aterogénico por modular receptores lipoproteicos e a migracéo e proliferacdo de células
da musculatura lisa, por levar ao aumento local de sintese de colesterol, ou por diminuir
o efluxo do colesterol(54).

Em pacientes com diabete melito tipo 2 os niveis de insulina endégena estdo
aumentados, e nos pacientes com diabete melito tipo 1 os niveis de insulina periférica
circulantes estdo aumentados como resultado de injecBes intermitentes de insulina
exogena. Interessantemente, os niveis circulantes em jejum de insulina ou peptideo-C
entre pacientes diabéticos com cardiopatia isquémica sdo maiores do que nos pacientes
diabéticos sem cardiopatia(55,56).

A hiperinsulinemia em pessoas normais e em pacientes com diabete melito tipo 2
parece estar ligada a obesidade. As consequéncias metabodlicas adversas da obesidade,
incluindo a hiperinsulinemia, estio relacionadas a distribui¢io regional da gordura
corporal. O aumento da adiposidade visceral abdominal esté associado com resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia compensatoria(57,58). Qutros autores, porém, propdem que o
diabete melito tipo 2 esteja associado a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia,
independentemente do aumento da gordura abdominal(59).

Ha evidéncias de que a insulina pode afetar diretamente a parede arterial,
produzindo alteragdes compativeis com o processo aterogénico. Efeitos diretos da
insulina na parede arterial incluem a promog#o de proliferagio de células da musculatura
lisa(60) e acimulo de ésteres de colesterol. A insulina juntamente com outros fatores de

crescimento pode aumentar o deposito de colesterol intracelular pelo aumento da
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liberacdo de LDL e aumentar a biosintese endogena de colesterol, tornando-o disponivel
para sintese de novas membranas no processo de proliferacio celular(37). Isto sugere
que a insulina e outros fatores de crescimento tenham o potencial de promover acumulo
celular de ésteres colesterol, particularmente em estados onde as células s3o estimuladas,
mas nio podem proliferar normalmente, como pode ser o caso do diabete melito (29) .

A hiperglicemia pode ser considerada como um fator causal no desenvolvimento
das complicagdes vasculares do paciente diabético. Varios mecanismos podem explicar
os efeitos adversos da glicose sobre as células vasculares: a glicagdo ndo-enzimatica, as
alteragbes sorbitol-mioinositol, as alteragbes do potencial redox, e a ativagdo do
diacilglicerol-proteinaquinase C(61).

Alem disso, a hiperglicemia altera a produc¢io de matriz na célula endotelial, o
que pode contribuir para o espessamento generalizado da membrana basal que ocorre no
diabete melito. Também é demonstrado que altas concentragdes de glicose aumentam a
produgdo endotelial de colageno do tipo IV e fibronectina, aumentando a atividade das

enzimas envolvidas na sintese de colageno(62).

Dislipidemia

Hé evidéncias de que triglicerideos elevados sejam um fator de risco
independente no diabete melito. Um estudo prospectivo com 11 anos de duragéo,
realizado por Fontbonne e colaboradores, indica que niveis altos de triglicerideos entre
pacientes diabéticos aumentam o risco destes desenvolverem cardiopatia isquémica(63).

A hipertrigliceridemia no diabetes pode estar associada a varias alteragfes nas
lipoproteinas circulantes. Achados in vifro indicam que o aumento na concentragdo de
VLDL e quilomicrons remanescentes, vistos nos diabéticos, sdo potencialmente capazes
de aumentar a deposi¢o de ésteres de colesterol nas células da parede arterial(64,65).

Tanto a LDL como a HDL podem se tornar ricas em triglicerideos como efeito
direto da hipertrigliceridemia, mas também ¢ verdade que o diabete melito sem

hipertrigliceridemia nfo esta associado com o enriquecimento do LDL por triglicerideos.
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Em cultura, a LDL rica em triglicerideo apresenta uma interagdo alterada com
fibroblastos, havendo ligagdo diminuida e uma redug@o na capacidade de internalizar o
colesterol, levando a um prejuizo na regulagio da sintese do colesterol(66).

Ha evidéncias de que o diabete melito é acompanhado por aumento da
peroxidagdo lipidica ou oxidagdo de lipoproteinas, e que hiperglicemia e oxidagdo
acelerada estdo relacionados. Por outro lado, € demonstrado, in vifro, que a peroxidacéo
lipidica esta aumentada na presenca da glicose(67), e que a producdo de superdxidos por
células mononucleares estd aumentada em pacientes com hipertrigliceridemia, sendo

estes diabéticos ou ndo (68).

Hipercoagulabilidade

O diabete melito se associa a um estado trombogénico, e varios sdo os fatores
relacionados a esta caracteristica.

A hipertrigliceridemia esta associada com um aumento da atividade coagulante de
fatores trombogénicos, como o fator VII e o fator X, e da concentragio do inibidor da
ativacdo do plasminogénio (PAI-1). Estas alteragbes, em associagio com o bem
conhecido aumento da agregacdo plaquetaria in vifro, contribuem para um estado pro-
coagulante no diabete melito. A lipoproteina (a) pode bloquear a agio do plasminogénio
em estimular a lise do coagulo e também pode contribuir para um estado de
hipercoagulabilidade(69).

Além disso, pacientes diabéticos apresentam aumento dos niveis circulantes do
fator de von Willebrand e suas plaquetas produzem mais tromboxane, tendendo a
agregacdo mais rapidamente se comparadas com plaquetas de pacientes ndo diabéticos, o

que pode contribuir para o estado trombogénico(70).
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Glicagdo e oxidacio de proteinas

Hé um nimero de modificacGes nas lipoproteinas nos pacientes diabéticos que
afetam as interagOes celulares. A glicosilagdo ou glicagdo de lipoproteinas ocorre no
diabete melito, e o LDL glicado pode ser funcionalmente anormal, sendo imunogénico e
podendo aumentar o acimulo de ésteres colesterol nos macréfagos(71,72).

Hé varios fatores que promovem a oxidagdo de lipoproteinas no diabete. A
glicosilagdo auto-oxidativa ou glico-oxidagdo esta aumentada na presenca de
concentragOes altas de glicose. Também um aumento na produgdo de radicais livres e
peroxidagdo lipidica desempenham seus papéis e podem contribuir para a
aterogénese(73).

No diabete melito, a glicagdo nfo-enzimatica de certas proteinas leva a formacio
de produtos finais de glicagdo avangada (AGE), os quais, na parede arterial, podem
modular a expressdo de fatores de crescimento e citoquinas bem como aspectos da
matriz extracelular, tudo isto estimulando aterogénese(74,75). Mais especificamente, os
AGE interagem com células inflamatoérias e induzem a sintese e a liberagio de citoquinas
como IL-1B, TNF-o, e PDGF(76). Além disso, ¢ demonstrado que a oxidagdo de LDL
estd aumentada no estado diabético, possivelmente devido a atividade de AGE(77), o

que favorece a adesfio de células inflamatorias a superficie endotelial(73).

Matriz extracelular e macrovasculopatia diabética

Alteragdes estruturais nos componentes da matriz extracelular parecem
desempenhar um papel no desenvolvimento de doenga arterial em pacientes com diabete
melito.

A fibronectina ¢ uma glicoproteina importante para a comunicagdo e ligagio
entre células e componentes da matriz extracelular, e também para o crescimento e
migragdo de células, processos fundamentais na aterogénese. Um estudo realizado em
aortas obtidas de autopsia de pacientes com diabete melito e de pacientes nfo-diabéticos,

mostrou uma presenga aumentada de fibronectina na intima dos vasos de pacientes
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diabéticos em relacdo aos nAo-diabéticos, especialmente em 4reas sem placa
aterosclerdtica visivel macroscopicamente. Contudo, somente nos pacientes com diabete
melito tipo 1 quantidades aumentadas desta glicoproteina foram aparentes em areas com
placa(49). Usando o mesmo modelo, Ledet e colaboradores também demonstraram
aumento da concentragfo de colageno tipo IV na tinica média em &reas com ou sem
placa, ao comparar espécimes de pacientes diabéticos e ndo-diabéticos(78). Também
foram demonstradas alteracbes do conteiido de glicosaminoglicanos (GAG) na tunica
média de aorta de pacientes diabéticos, analisando-se areas normais e areas com placas
fibrosas. Além disso, pacientes com diabete melito tipo 1 apresentam um aumento na
concentracdo de 4cido hialurémico na tinica meédia normal quando comparados com
pacientes ndo-diabéticos. Quando a tunica média de areas com placa aterosclerética foi
comparada a de 4reas normais da mesma amostra, foi evidente entre pacientes diabéticos
e nao-diabéticos, o significante aumento da propor¢do de dermatan sulfato e a reducdo
do acido hialurdnico. Os dados concordam com a nogéo de que a parede arterial € sujeita
a diferentes processos patologicos no diabete melito: um de aterosclerose classica com
alteracOes nos GAG similares aos pacientes ndo-diabéticos, € outro, visto em areas sem
placas, com diferentes alteracdes nos GAG(79). Isto reforga, pelo menos parcialmente, o
conceito da presenca de uma doenca macrovascular em diabéticos diferente da doenca
aterosclerética convencional.

Estes resultados indicam que pacientes diabéticos desenvolvem alteragGes
estruturais no tecido conjuntivo de suas artérias, consistentes com a hipotese de uma
macroangiopatia diabética. No entanto, o papel funcional de proteinas da matriz
extracelular e seus mecanismos regulatérios em relagdo & presenga ou ndo de citoquinas

continua relativamente inexplorado no estado diabético.
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HIPOTESE

A macrovasculopatia em pacientes portadores de diabete melito tipo 2 estd
associada com uma reacdo imunoinflamatoria mais proeminente na lesfo aterosclerdtica
vascular, com um maior acomulo de células inflamatérias e citoquinas, e de um
componente da matriz extracelular, a fibronectina, quando comparados as lesdes em

pacientes nao-diabéticos.
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OBJETIVOS

1. Comparar semiquantitativamente em secgbes de grandes artérias de pacientes com
diabete melito tipo 2 e pacientes nfo-diabéticos, submetidos & amputagdo de membro
inferior por doenga aterosclerética cronica, os aspectos histologicos em relagdo a
presenga de proliferagdo intimal, celularidade relativa, acimulo de matriz extra-

celular, fragmentagdo da 1dmina elastica interna e presenca de célcio e de colesterol.

2. Caracterizar por imunoistoquimica a presenga de uma reagdo imunoinflamatoria e
o acimulo de matriz extracelular através da analise semiquantitativa da expressdo de
linfocitos T, macrofagos, fibronectina e de fator de necrose tumoral-a em secgdes de
grandes artérias de pacientes com diabete melito tipo 2 e pacientes ndo-diabéticos,
submetidos a4 amputacio de membro inferior por doenga aterosclerdtica cromica.

Comparar os achados de imunoistoquimica nos dois grupos estudados.
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PACIENTES E METODOS

Delineamento de pesquisa
Estudo transversal com casos contemporaneos, em que o fator em estudo
constitui-se na presenca de diabete melito (macrovasculopatia diabética) e os desfechos

sdo expressos pelas caracteristicas histologicas e imunoistoquimicas descritas.

Populacdo em estudo

Os casos estudados foram pacientes portadores de diabete melito tipo 2
submetidos & amputacdo de membro inferior, e os controles foram pacientes ndo-
diabéticos que também sofreram amputa¢do de membro inferior por doenga vascular
periférica grave. Foram obtidos segmentos de grandes artérias dos pacientes de ambos os
grupos submetidos ao procedimento pela equipe médica do Servigo de Cirurgia Vascular
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre Abril de 1995 e Maio de 1996.

Os pacientes incluidos no estudo foram classificados em dots grupos de acordo
com os seguintes critérios:

Grupo 1 - Pacientes com diabete melito tipo 2 - Historia clinica de diabete melito
ou a presenga de pelo menos um dos seguintes critérios diagnésticos: glicemia ao acaso
> 200mg/dl mais sinais e siniomas cldssicos de diabete melito; glicemia de jejum >
140mg/dl em no minimo duas ocasies, Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) com
a ingestdo de 75g de glicose via oral com glicemia ap6s 2h > 200mg/d1(80).

Grupo 2 - Pacientes ndo-diabéticos - Os critérios de inclusio para o grupo
controle foram a auséncia de historia clinica de diabete melito e a dosagem de glicose em
jejum < 120mg/dl.

Quatro pacientes do grupo controle que apresentavam glicemias de jejum em

faixa duvidosa, entre 122 e 139mg/dl foram submetidos ao TTOG com 75g de glicose
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para melhor defini¢gio do grupo. Nenhum apresentava historia clinica de diabete melito.
Somente um destes pacientes apresentou TTOG positivo ( glicemia de 222mg/dl apés 2h
da ingestdo de 75g de glicose ), sendo entdo considerado como pertencente ao grupo
dos pacientes diabéticos.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram a presenca de doenca
autoimune ou inflamatdria cronica, neoplasia maligna, evidéncia de infec¢do e/ou necrose
no segmento arterial estudado e o uso de medicagbes antiinflamatérias sistémicas ou
imunossupressoras. Também foi considerado critério de exclusfio a suspeita clinica de

causa embolica para a oclusio arterial.

Coleta de dados clinicos e laboratoriais

O prontuaric de cada paciente foi analisado sendo preenchida uma ficha
(ANEXO I) com os dados de identificacdo, idade, peso e altura na data da cirurgia, a
presenga ou ndo de fatores de risco para a aterosclerose como hipertensfo arterial
sistémica (HAS), tabagismo, dislipidemia, diabete melito, e, nos casos dos pacientes
diabéticos, o tempo conhecido da doenga. Foram registrados também os niveis de
pressdo arterial sistolica e diastdlica no pré-operatorio e no momento da entrada no
estudo. Foram considerados hipertensos os pacientes com niveis de pressdo arterial
maior do que 140/90mmHg ou que usassem medicag@io anti-hipertensiva(81). No caso
dos pacientes diabéticos, era identificado o tipo de tratamento a que estes eventualmente
se submetiam: dieta e/ou hipoglicermante oral e/ou insulina. MedicagGes em uso no pré-
operatorio e as doengas associadas foram registradas. Caracteristicas bioquimicas foram
avaliadas desde o ano anterior a entrada no estudo, tendo sido considerados os niveis de
glicemia de jejum, creatinina sérica, hemograma, plaquetas, tempo de protrombina,

triglicerideos, colesterol total e fragdes de colesterol.
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Cidlculo do tamanho da amosira

Baseado em estudos que analisaram perfil de matriz extracelular em material de
autopsia em pacientes diabéticos (49,79) o calculo da amostra indicou a necessidade da
analise de material de 15 pacientes em cada grupo, mantendo-se um equilibrio em
relacdo a sexo e idade entre os grupos e considerando-se uma probabilidade de erro o de

5% e um poder estatistico de 80%.

Preparacdo do material

Imediatamente apds a amputagdo ficou a cargo da equipe cirtrgica a dissec¢do de
5cm de artéria de grande calibre do membro amputado observando uma distancia minima
de 2cm das bifurcag@es arteriais. As artérias estudadas foram a artéria femoral superficial
se realizada amputagdo supra-condiliana ou artéria tibial anterior se amputacgio infra-
condiliana. Uma vez feita a dissecgdo, em um prazo de até 1 hora, os segmentos arteriais
eram enviados pelo proprio autor do estudo ao laboratério do Servigo de Anatomia
Patolégica. Apos o corte transversal das extremidades das pecas cirurgicas para permitir
margem de seguranga do ponto de amputacio, os segmentos arteriais eram divididos em
pecas de 2cm e colocados em formalina a 10%. Para posterior analise histologica e
imunohistoquimica as pegas eram embebidas em parafina e os blocos seccionados
sucessivamente em cortes histologicos de Sum. Os cortes foram colocados em 1aminas

especiais previamente cobertas com poli-L-lisina (Sigma).

Histologia

A seguir, os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e
também com coloragdo tricromo. As laminas coradas com HE foram analisadas por
microscopia Optica para detecgdo qualitativa de areas de espessamento intimal,
celularidade relativa e depositos de célcio nas lesdes. Matriz extracelular, fragmentagio

da ldmina eldstica interna e a presenga de cristais de colesterol foram avaliados nas
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secgOes coradas com tricromo. As ldminas foram analisadas por dois observadores que
desconheciam o grupo de origem das secg¢bes, havendo concordancia entre as duas
analises. As alteragGes foram graduadas conforme estudo prévio realizado por Clausell e
colaboradores (42) como: ausente (0), minima (1/2), leve (1), moderada (2) e alta (3).
Para fim de analise estatistica foram consideradas como negativas as ldminas com
graduagles ausente e minima, e como positivas as lidminas com graduagbes leve,

moderada e alta.

Imunoistoquimica

Secgbes desparafinizadas foram usadas para determinar a presenca de células
inflamatorias, fibronectina e TNF-o usando a técnica de imunoperoxidase ja descrita em
estudos prévios(32,82).

Os cortes histolégicos foram inicialmente desparafinizados em xilol (2 x 157) e
solugBes alcoolicas decrescentes (alcool a 100%: 2 x 107; a 95%, 70% e 50%:1 x 107),
realizados a seguir banhos com solucfo tampdo (PBS+BSA 0.1%, 2 x 57) e incubagio
com solucdo de peroxido de hidrogénio a 1% (3 x 10”) para remover atividade endogena
de peroxidase nos tecidos. Imediatamente anterior a aplicagdo dos anticorpos
especificos, as ldminas foram incubadas com solug@o de soro caprino normal a 10% por
15 minutos.

Para determinar a presen¢a de células inflamatorias foram usados anticorpos
monoclonais em diluicdo 1:50 para linfécitos T (familia LCA/CD45, clone UCHLI) e
macrofagos (clone MAC 387) adquiridos da DAKO Corporation, Carpinteria, CA. Para
a deteccdo de fibronectina foi usado anticorpo monoclonal especifico anti-fibronectina de
origem celular em diluigdo 1:100 (clone DHI, sequencia anti-EDA, Chemicon Intl.Inc.).
A expressio de TNF-a foi avaliada usando-se anticorpo monoclonal anti-TNF-o
humano, MCA1385, em diluigdo 1:100 (IgG1l da Serotec Ltd, 22Bankside, Station
Approach, Kidlington, Oxford OXS 1JE, England). As secgdes usadas como controle

foram tratadas com imunoglobulina isotipica ndo-imune IgG (DAKO). A seguir as
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laminas foram incubadas por 14h em cdmara Umida e entfio tratadas com PBS + BSA
0,1%, 3 x 10°. Foram incubadas com o anticorpo secundario apropriado por 60 e a
seguir tratadas novamehte com PBS + BSA 0.1%, 2 x 10°, e lavadas com TRIS 0,05 M,
pH 7,6, 2 x 2. Finalmente incubadas com 3,3” diaminobenzidina (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO) por 10°, lavadas em agua corrente e coradas com hematoxilina por 457,
na sequéncia lavados com agua corrente, alcool acido 107, dgua corrente, acool a 95%
por 2 %, &lcool a 100% por 3 x e montadas as laminulas com o uso de xilol.

A expressdo de cada antigeno especifico no corte foi semiquantitativamente
medida por dois observadores com experiéncia na técnica e de forma cega, e graduada da
mesma forma que a usada na andlise histologica. As sec¢les foram analisadas com

microscopio 6ptico e aumentos de 10x e 40x.

Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como média e desvio-padrio (DP) para vanaveis
continuas, e sob forma de proporgdes para as variaveis categoricas.

Para a comparacio de médias das variaveis continuas entre os dois grupos foi
usado o teste 7 de Student.

Para a comparacdo de varidveis categoéricas entre os grupos foi utilizado o teste
exato de Fischer ou teste do qui-quadrado. Para a constru¢do das tabelas de
contingéncias, considerou-se como casos negativos aqueles com auséncia de coloragdo
ou com coloragdo de intensidade minima, e considerados positivos os cascs com
coloragdo leve, moderada ou intensa.

O nivel de significincia considerado para todos os testes foi de 0,05 em teste

bicaudal.
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Consideragdes éticas

O projeto da pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Grupo
de Pesquisa do Hospitai de Clinicas de Porto Alegre.

Como o estudo fot realizado com material obtido de amputacgdo, e que ja seria
objeto de analise pelo servigo de anatomia patologica, ndo foi solicitado o consentimento

dos pacientes previamente & cirurgia.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas e laboratoriais

O numero total de casos alocados foi de 36, sendo 20 no grupo de pacientes
diabéticos e 16 no grupo controle. Ndo houve diferenca significativa quanto ao sexo e
idade entre os grupos. Também ndo foi significativa a diferenca na prevaléncia de HAS.
Tabagismo como fator de risco para aterosclerose foi detectado em 8 pacientes
diabéticos e em 14 pacientes do grupo controle, com diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05). As médias de glicemias de jejum foram de 239;6 + 71,8mg/dl
entre os pacientes com diabete melito tipo 2 e de 90,7 + 13,8mg/dl entre os controles
(p<0,001). Em relacdo aos niveis de creatinina sérica nos pacientes diabéticos e nos
controles ndo houve diferenca significativa. Estes dados estdo descritos na tabela L

Os niveis de colesterol total, LDL e HDL colesterol foram obtidos em 9 casos
dos pacientes diabéticos e em 7 casos dos pacientes controle, nfo sendo encontrada
diferenca significativa ao se comparar os grupos. No grupo dos pacientes com diabete
melito, o tempo conhecido da doenca foi de 19,5 + 8,8 anos e o tratamento da doenca
era feito com medicagio em 15 dos 20 casos, oito pacientes usavam hipoglicemiante

oral e outros 7 faziam uso de insulina NPH diariamente.
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Tabela I. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos.

Pacientes diabéticos tipe 2  Pacientes ndo-diabéticos

n =20 n=16
Sexo (M / F) 10/10 1274
Idade (anos) ' 68,9 + 10,9 67,1 + 14,6
Hipertensio 14 8
Tabagismo 8 14*
Glicemia de Jejum(mg/dl) | 2396 + 71,8 90,7 + 13,8*
Creatinina sérica(mg/dl) ' 0,97 + 0,37 0,93 + 0,26

T Média + desvio-padriio.
* p<0,05 na comparagfo entre 0s grupos.

M-masculino; F-feminino
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Caracteristicas histologicas

A analise das laminas coradas com HE e tricromo nfo evidenciou diferenga
estatistica quanto é extensdo das 4reas com espessamento intimal, presenca de
celularidade relativa, fragmentagdo da ldmina eldstica interna, actmulo de matriz
extracelular e presenca de calcio e colesterol comparando-se os dois grupos. De modo
geral, a julgar por caracteristicas histologicas convencionais, as lesSes provenientes de
pacientes com diabete melito tipo 2 e ndo-diabéticos foram semelhantes.

Dados individuais com relagdo as caracteristicas histologicas dos pacientes com
diabete melito tipo 2 estdo apresentados na tabela II e dos pacientes nfo-diabéticos na
tabela I1I.

Os achados histologicos dos grupos estdo apresentados na tabela IV.

Fotomicrografias ilustrativas das coloragbes por HE e tricromo em cortes
transversais de segmentos arteriais estdo apresentadas nas figuras 1 e 2

respectivamente.
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Tabela IL. Achados histologicos dos pacientes com diabete melito.

HE TV
Caso El Cel. Calcio LEIF) Mz Colesterol
1 3 1 0 1 1 0
2 2 1 1 Y2 2 1
3 3 1 0 NA 2 0
4 3 2 0 1 3 0
5 3 Y 0 % 3 0
6 2 1 0 V2 0 %
7 i 1 0 % i 0
8 2 1 1 Y 2 0
9 2 1 0 Y 2 Va
10 2 1 0 NA 1 0
i1 1 1 0 Ya i 0
12 1 %! 0 NA 1 0
13 I 1 0 Ya 1 1
14 1 %) 1 NA 1 S
15 1 Y 0 3 1 0
16 1 1 0 1 1 0
17 Ya Y 0 23 Yz 2
i8 2 Y 0 Y2 2 0
19 2 Y2 0 Ya 2 0
20 2 1 0 Y 2 0

HE — Hematoxilina-eosina; TV — Tricromo; EI — Espessamento intimal; Cel. -
Celularidade; LEI(F) — Fragmentac#o da lamina elastica interna, Mz — Matriz
extracelular.

NA - Nzo analisado.
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Tabela HI. Achados histolégicos dos pacientes ndo-diabéticos.

HE v

caso EI  Cel Calcio  LEI(F) Mz  Colesterol
1 1 1 1 % 1 0
2 2 1 1 % 2 0
3 v Y 0 v 7 0
4 2 Y 0 1 2 0
5 2 14 0 NA 3 G
& 3 2 0 1 2 0
7 2 1 0 1 2 0
8 1 1 0 Y5 1 0
9 b 1 0 0 L 0
10 1 7 0 I ] 0
11 2 i G 1 i 0
12 2 Y 1 1 2 0
13 b 1 0 Y 1 0
14 2 7 0 NA 2 0
15 1 7 0 7 I 0
16 1 1 0 i 2 0

HE — Hematoxilina-eosina, TV — Tricromo; EI — Espessamento intimal; Cel. —
Celularidade; LEI(F) — Fragmentagio da lamina elastica interna; Mz — Matriz
extracelular.

NA - Nio analisado.
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Tabela IV. Achados histolégicos dos grupos.

Pacientes diabéticos tipe 2  Pacientes nio-diabéticos valordep

n =20 n=16

El
Oa' 1 3 0,30
1a3 19 13

Cel.
Oa's 7 8 0,57
a3 13 8

Calcio
Oals 17 13 0,38
1a3 3 3

LEI(F)
0av 13 8 0,30
a3 3 6

Mz
Oavs 2 2 0,77
a3 18 14

Colesterol
0Oa's 17 16 0,31
1a3 3 0

E I - Espessamento intimal

Cel. — Celularidade

LEI(F) — Fragmentagfio da lamina eléstica interna
Mz — Matriz extracelular.



Figura 1. Fotomicrografia ilustrativa da coloracfio por tricromo em corte
transversal de segmento arterial. Aumento final de 40x.

Figura 2. Fotomicrografia ilustrativa da coloracio por HE em corte transversal
de segmento arterial. Aumento final de 40x.
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Caracteristicas imunoistoquimicas

Linfécitos e macrofagos

A analise semiquantitativa ndo mostrou diferenga significativa quanto a presenca
de linfocitos T ou macroéfagos quando comparadas lesGes aterosclerdticas de pacientes
com diabete melito tipo 2 e pacientes nfo-diabéticos. A presenga de linfocitos T foi
considerada aumentada em 12 de 19 secgbes dos pacientes com diabete melito tipo 2
(63%), com perda de 1 dos 20 casos durante a execugdo da técnica. Em pacientes ndo-
diabéticos, linfocitos T foram considerados em concentragio aumentada em 8 de 16
casos (50%), p=0,66. Os macrofagos foram considerados como presentes em
concentragdo aumentada em 13 das 20 sec¢Ses dos pacientes com diabete melito tipo 2
(65%) e em 10 dos 16 casos controle (62%), p=0,85. A presenga destas células
independentemente da origem das lesGes foi evidente tanto na regifo neointimal como na
adventicia arterial.

Fotomicrografias ilustrativas da detec¢do de linfocitos T por imunoistoquimica
em cortes transversais de segmentos arteriais, graduacgio alta e graduacdo ausente, estdo
apresentadas nas figuras 3 e 4 respectivamente.

Fotomicrografias ilustrativas da deteccio de macréfagos por imunoistoquimica
em cortes transversais de segmentos arteriais, graduagio alta e graduacio ausente, estdo

apresentadas nas figuras 5 e 6 respectivamente.



Figura 3. Fotomicrografia ilustrativa da detecciio de Hinfécitos T por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacio alta.
Aumento final de 100x.

Figura 4. Fotomicrografia ilustrativa da deteccio de linfocitos T por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacio ausente.
Aumento final de 100x.



(8]
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Figura 5. Fotomicrografia ilustrativa da detec¢fio de macréfagos por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacio alta.
Aumento final de 100x.

Fa v

Figura 6. Fotomicrografia ilustrativa da deteccio de macréfagos por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacfo ausente.
Aumento final de 100x.
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Fibronectina

Quanto ao acumulo de fibronectina, também ndo foi detectada diferenca
estatistica comparando-se o padrio observado nas lesGes de pacientes com diabete
melito tipo 2 e ndo-diabéticos. Foi observada elevagio desta glicoproteina em 16 de 20
pacientes com diabete melito tipo 2 (80%) e em 10 de 16 casos controle (62%), p=0,28.
O acimulo desta proteina foi evidente tanto na regido neointimal como na camada
média, de forma similar nos dois tipos de lesdo.

Fotomicrografias ilustrativas da deteccio de fibronectina por imunoistoquimica
em cortes transversais de segmentos arteriais, graduacgio alta e graduacfo ausente, estdo

apresentadas nas figuras 7 e 8 respectivamente.



Figura 7. Fotomicrografia ilustrativa da detecc@o de fibronectina por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacio alta.
Aumento final de 40x.

Figura 8. Fotomicrografia ilustrativa da deteccio de fibronectina por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial, graduacio leve.
Aumento final de 40x.
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Fator de necrose tumoral-o

A analise das seccbes incubadas com anticorpo anti-fator de necrose tumoral-o,
revelou diferenca significativa na expressfo desta citoquina ac se comparar pacientes
com diabete melito tipo 2 e pacientes ndo-diabéticos. Nas lesdes do grupo de pacientes
diabéticos, treze de dezenove casos analisados (68%) mostraram aumento na
concentragdo de TNF-o, um caso perdido na técnica. Nas sec¢des arteriais de pacientes
ndo-diabéticos, somente 2 casos entre os 16 estudados (12%) mostraram aumento na
expressdo desta citoquina, p=0,0028 (Razfo de Chances 15,17 [2,12-139,5] ). A
expressdo do TNF-a parecia estar associada as células de natureza inflamatoria, estando
estas por sua vez presentes na regido neointimal e de forma marcada na regifo
adventicia.

Fotomicrografias ilustrativas da deteccdo de TNF-o por imunoistoquimica em
cortes transversais de segmentos arteriais, graduacdo alta e graduacio ausente, estdo
apresentadas nas figuras 9 e 10 respectivamente.

Dados individuais com rela¢do as caracteristicas imunoistoquimicas dos pacientes

com diabete melito tipo 2 estdio apresentados na tabela V e dos pacientes ndo-
diabéticos na tabela VI.

Os achados de imunistoquimica dos grupos estdo apresentados na Tabela VII.



Figura 9. Fotomicrografia ilustrativa da deteccio de TNF-o por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial,
graduacio alta. Aumento final de 100x.

Sk

Figura 10. Fotomicrografia ilustrativa da detec¢iio de TNF-a por
imunoistoquimica em corte transversal de segmento arterial,
graduaciio ausente. Aumento final de 100x.
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Tabela V. Achados de imunoistoguimica dos pacientes com diabete melito.
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Caso Linfécitos T Macrofagos Fibronectina TNF-a
1 1 2 1 Ve
2 2 3 Ya 1
3 NA Ve 2 1
4 3 2 1 2
5 3 1 3 1
6 Ve Ve 1 ¥
7 Ve Yo 1 0
8 1 2 1 2
9 1 2 1 2

10 Yo 1 2 Ve
11 1 Y2 Ya Ve
12 V2 Ve 1 Ve
13 2 2 3 1
14 1 1 1 2
15 2 2 1 1
16 2 V2 1 2
17 1 1 2 1
18 Ve Y ¥ 1
19 0 1 2 NA
20 Va 1 Ve 1

NA - Nio analisado.



Tabela VI. Achados de andlise imunoistoquimica de pacientes nfo-diabéticos.

Caso Linfécitos T Macroéfagos Fibronectina TNF-o
1 2 3 1 Yo
2 1 2 Ve Y%
3 Ve 2 1 Va
4 Vs 1 ¥ 0
5 3 3 Ve Vs
6 Vs 1 3 Ve
7 1 1 Ve Va
8 Ve 1 Ya 1
9 1 e 1 0

10 1 1 Ve 2
11 Ve Ve 3 Va
12 1 1 1 i
13 Ve Va 1 Y
14 Ve Ya 2 Va
15 Y2 Va 1 0

16 2 0 1 0
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Tabela VII. Achados de imunoistoquimica dos grupos

Pacientes diabéticos tipo 2  Pacientes ndo-diabéticos valordep

Linf6citos T

Oa's 7 8 0,66
1a3 12 8

Macrofagos
Oa' 7 6 0,85
1a3 13 ' 10

Fibronectina
Oa's 4 6 0,28
a3 16 10

TNF-a
Oals 6 14 0,0028

1as3s 13 2
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DISCUSSAQO

Neste estudo, foi caracterizado um aumento na expressdo de um mediador
imunoinflamatorio, o TNF-a, em lesGes aterosclerdticas de pacientes com diabete melito
tipo 2, quando comparados a lesdes de pacientes nfo-diabéticos. Este estudo parece ser
o primeiro a investigar a presenca de uma reagdc imunoinflamatéria associada com
lesdes macrovasculares avangadas em pacientes com diabete melito. Estes achados
podem proporcionar um auxilio na compreensdo mecanistica da patogénese desta

doenga.

Caracteristicas clinicas da populagio estudada

Nosso estudo ndo foi delineado para ajustar achados histolégicos e especialmente
imunohistoquimicos a presenga de fatores de risco especificos para a doenga
aterosclerdtica entre os pacientes estudados. Contudo, a julgar pelas caracteristicas
clinicas da populagdo estudada, esta representa um grupo tipico de pacientes com
diabete melito de longa duragio, nos quais a doenga de grandes vasos progrediu a um
ponto no qual a amputacio foi necessaria. Nossos pacientes ndo-diabéticos apresentavam
doenga isquémica vascular com uma evolugdo similar, sem a interferéncia de eventos
agudos, como embolias, que poderiam potencialmente produzir diferencas histologicas
comparadas ao processo em pacientes com diabete melito tipo 2. A Unica diferenga
clinica aparente entre os grupos foi um nimero significativamente maior de pacientes
tabagistas no grupo de pacientes ndo-diabéticos. Portanto, nosso grupo controle, mesmo
exposto a um outro importante fator de risco de modo significativo, se comparado ao
grupo de pacientes com diabete melito, apresentava menor reagio imune na parede
arterial. Isto pode sugerir que o estado diabético per se proporciona um potente insuito a

vasculatura. Isto vai ao encontro do fato de que, embora os fatores de risco para a
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aterosclerose sejam mais prevalentes entre a populagdo diabética, isto € responsavel por

somente 25% do excesso de doenga coronariana observada em pacientes diabéticos(83).

Caracteristicas histologicas

AlteragBes em artérias coronarias de pacientes com diabete melito, como
proliferacdo de células musculares, calcificacio e aumento da actimulo de matriz
extracelular ja foram descritos por Ledet(84), o que se assemelha a aterosclerose
comum. No presente estudo, somente lesdes avangadas foram estudadas, as quais eram
associadas a isquemia severa evoluindo para amputa¢do. Nossa analise dos achados
histolégicos nestas lesdes avangadas também mostrou caracteristicas comuns a
aterosclerose. Por exemplo, o espessamento intimal, a presenga de éalciﬁcagées e de
cristais de colesterol eram similares em lesSes de pacientes diabéticos e de ndo-
diabéticos. Portanto, considerando somente a analise histologica, as leses
aterosclerdticas de pacientes com diabete melito tipo 2 e de pacientes nfo-diabéticos

apresentaram-se indistinguiveis neste estudo,

Células inflamatorias

Nos ultimos anos, os componentes inflamatorios da leso aterosclerdtica tém sido
melhor identificados(5,23); contudo, estudos dedicados a caracterizar aspectos
vasculares imunoinflamatérios do processo aterogénico no diabetes sdo incomuns. Além
disso, h4 indicadores de que alguns fatores ou condigbes que sabidamente influenciam 2
aterosclerose podem estar exagerados no diabete melito, ou que o “millieu” diabético
com alguns achados especificos, como um maior grau de LDL oxidado ou
hiperinsulinismo podem configurar um forte insulto ao endotélio(85). A possibilidade de
que estes aspectos possam ser traduzidos em uma reagdo imunoinflamatéria vascular

mais proeminente permanece desconhecida no diabete melito.



Linfécitos e monacitos/macréfagos estdo presentes nas lesGes ateroscleroticas e
sdo responsaveis pela ativagio de outras células, sintese de varias citoquinas e
sinalizacdo entre diferentes tipos celulares(24). Neste estudo, nos identificamos de modo
similar estes dois tipos de células nas lesGes de pacientes com diabete melito tipo 2 e de
nio-diabéticos, ja que ndo foi observado diferenca na sua expressfo. Isto concorda com
a descrigio prévia de lesbes reestendticas (lesGes mais aceleradas) de artéria coronaria,
as quais mostravam numero similar de células inflamatorias quando comparados a lesdes
ndo-reestenodticas, mas eram mais ricas em mediadores inflamatoérios(42). De fato, a
identifica¢do de células inflamatérias em um dado tecido ou lesdo em um determinado
momento pode variar, pois considera-se que estas células comportam-se em constante

trafico entre os diferentes compartimentos teciduais(86).

Fibronectina

O aumento do acimulo do componente fibronectina da matriz extracelular tem
sido descrito na aterosclerose(87). Trabalhos prévios tém relacionado a presenca de
fibronectina a proliferacdo intimal presente em aterosclerose acelerada poés-transplante
cardiaco, e isto parece ser regulado por citoquinas como IL-1f e TNF-0(31,35). No
diabete melito, Rassmussen e colaboradores descreveram a presenca de fibronectina em
secgOes de aorta em pacientes com diabete melito tipo 1 e tipo 2 bem como em pacientes
controle, ndo-diabéticos. Interessantemente, estes investigadores demonstraram aumento
desta proteina em sec¢des de pacientes com diabete melito tipo 2 mas somente em area
da aorta sem placa aterosclerdtica, e em areas com placas em pacientes com diabete
melito tipo 1 comparados aos controles(49). Em nosso estudo a fibronectina foi
observada em lesdes ateroscleroticas em pacientes com diabete melito tipo 2 e no grupo
controle, sem diferenga significativa entre os grupos. Portanto estes achados corroboram
relatos anteriores e podem sugerir que em lesdes de pacientes com diabete melito tipo 2
o aumento da fibronectina como observada por Rasmussen e colaboradores so6 ¢ evidente

em lesdes precoces, antes da formagdo da placa, e que em lesGes avangadas como em
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nosso estudo, esta diferenca pode ndo mais ser aparente. De fato, Glukhova e
colaboradores demonstraram que a presenca de fibronectina em lesdes ateroscleroticas
precoces, se associava com a capacidade desta em promover migragio de células da

musculatura lisa da camada média para a intima(88).

Fator de necrose tumoral-o

O fator de necrose tumoral-o tem sido identificado em lesSes ateroscleroticas e
parece estar envolvido em muitas vias neste processo, incluindo a ativacfo do endotélio
vascular, expressdo de moléculas de adesdo para células inflamatérias no endotélio(89).
Em experimento prévio, Clausell e colaboradores usando modelo de aterosclerose
acelerada com transplante cardiaco heterotépico em coelhos, demonstraram que o
bloqueio in vivo do TNF-a foi associado com diminuicdo da acumulo de fibronectina e
diminui¢do da gravidade e do nimero das lesdes coronarias(31). Em nosso estudo foi
demonstrado que a expressio de TNF-o foi significativamente maior em lesdes de
pacientes com diabete melito tipo 2 comparadas a leses em ndo-diabéticos, embora um
minimo grau de coloragdo para esta citoquina tenha sido aparente na maioria das lesdes
em nio-diabéticos. Contudo, o aumento do TNF-oo foi o unico achado capaz de
distinguir os dois tipos de lesGes. Embora ndo tenham sido observadas diferengas quanto
as células T ou macrofagos entre os dois tipos de lesdo, o aumento no TNF-a, o qual
pode ser sintetizado por estas células pode indicar um aumento no estado de ativagéo
das células inflamatoérias no estado diabético. De fato, Lopes-Virella e colaboradores
demonstraram que no diabete melito, o LDL modificado antigenicamente pode aumentar
a habilidade dos macrofagos em liberar TNF-c(90). Uma dissociagdo similar entre
citoquinas e o ntmero de células inflamatérias nas lesSes vasculares também foi

observada em estudo prévio em reestenose de artéria coronaria(42).
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Limitagdes do estudo

A principal limitagdo deste estudo esta relacionada com o fato de que a
imunoistoquimica foi avaliada somente de forma semiquantitativa. Contudo, ao nosso
ver, 0 uso da imunoistoquimica nfo tem a intengdo de proporcionar dados quantitativos
definitivos. Ao contrério, ela oferece os meios de produzir compreensio de possiveis
mecanismos 0s quais deveriam ser seguidos por novos estudos, como os com
identificagdo de RNA tecidual usando sondas apropriadas, e eventualmente modelos nos

quais hipbteses especificas possam ser testadas.

Sintese

Em resumo, esté estudo semiquantitativo demonstrou que, histologicamente,
lesbes ateroscleroticas de pacientes com diabete melito tipo 2 e nfo-diabéticos
apresentam muitos achados em comum. Além disso, achados imunoinflamatorios em
lesGes aterosclerdticas também estdo presentes em pacientes com diabete melito tipo 2,
sendo observados células T e macréfagos, bem como alteragdes do componente
fibronectina da matriz extracelular. Contudo, um aumento da presenca de TNF-o foi
evidente nas lesGes em pacientes com diabete melito tipo 2 comparados aos pacientes
nio-diabéticos. Isto pode indicar um aumento do estado de ativagio das células
inflamatorias envolvidas na patogénese da vasculopatia diabética. ImplicagGes especificas
destes achados permanecem para ser explorados no futuro com respeito ao seu papel

funcional no desenvolvimento da macrovasculopatia diabética.
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CONCLUSOES

1. Os aspectos histolégicos compreendidos pelo grau de espessamento intimal,
celularidade relativa, acumulo de matriz extracelular, fragmentacio da lamina eléstica
interna e presenca de calcio e colesterol, em lesGes aterosclerdticas de artérias de
membros inferiores, sdo semelhantes em pacientes com diabete melito tipo 2 e em

pacientes ndo-diabéticos.

2. Aspectos de imunoistoquimica em lesGes aterosclertticas sdo semelhantes quanto
ao acumulo de matriz extracelular e quanto a expressio de linfocitos T, macrofagos, e
fibronectina em pacientes com diabete melito tipo 2 e em pacientes ndo-diabéticos. A
éxpresséo do fator de necrose tumoral-ot é maior em lesGes ateroscleréticas de
grandes artérias de pacientes com diabete melito tipo 2 quando comparada a lesdes de

pacientes ndo-diabéticos.
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ESTUDOS FUTUROS

Uma das provaveis linhas de pesquisa a serem desenvolvidas compreende a
identificacdo do RNA tecidual com o uso de sondas especificas para o fator de necrose
tumoral-o, e a possibilidade de se obter dados quantitativos e de localiza¢do celular em
relagdo a esta citoquina.

A avaliac@o histologica e por imunoistoquimica de lesGes aterosclerdticas em
pacientes diabéticos tipo 1 também deve ser levada em consideragdo. Informacdes
adicionais ao se comparar os trés grupos de pacientes: com diabete melito tipo 1 ou 2, e
pacientes ndo-diabéticos, poderiam ajudar no entendimento da doenga macrovascular.

Em modelos experimentais de diabete melito, poderia ser testada a hipétese de
uma menor reacdo inflamatoria, demonstrada por um menor acimulo de fibronectina e
por menor proliferagio intimal, ao se realizar o bloqueio seletivo in vivo do TNF-o, com

o uso de um receptor soluvel.
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ANEXO T
Caso n®: Prontuario:
Sexo: ()M () F Raga:
Data de nascimento: Idade

Diabete: () Sim () Nfo

Tempo de duracio:

Tipo de tratamento: ( ) SO dieta

() Hipoglicemiante oral { ) Insulina

Tabagismo:( ) Sim () Nfo

Hipertensdo:( ) Sim () Néo

PAS: mmHg

PAD: mmHg

Doencas associadas:

Medicag¢Bes em uso:

Caracteristicas bioquimicas:

Glicemia de jejum: mg/dl

Creatinina sérica: mg/dl

Hemograma:

TP:

Plaquetas:

Colesterol total:

HDL.

LDL:

Triglicerideos:
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