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Resumo

Introducdo — A arterite de Takayasu (AT) € uma vasculite sistémica de etiologia
desconhecida que afeta grandes artérias, como a aorta e seus principais ramos. O
infiltrado inflamatorio da parede arterial € composto por macréfagos, células gigantes
multinucleadas, células NK (natural killer), neutrdfilos e linfocitos T CD4+, linfécitos
CD8+ e linfocitos T yd. Nao ha estudos avaliando os fendtipos de macrofagos
presentes no infiltrado inflamatério da parede arterial em pacientes com AT.
Objetivos — O objetivo primario foi avaliar qual fenétipo dos macréfagos M1 / M2 é
predominante no infiltrado inflamatério na aorta de pacientes com AT. Os objetivos
secundarios foram: comparar a frequéncia de macrofagos, linfécitos T, linfécitos B e
de células NK na aorta de pacientes com AT, individuos com doenca aterosclerotica
(DA) da aorta e doadores cadavéricos (DC) de transplante cardiaco descrever a
localizacao preferencial da infiltrado de macrofagos nas camadas da parede da aorta
em pacientes com AT e analisar associacdes entre a frequéncia de macroéfagos,
linfocitos T, linfocitos B e células NK na aorta com atividade clinica de doenca,
atividade histologica, lesGes ateroscleréticas e uso de prednisona. Material e
Métodos - Foi realizado estudo transversal utilizando a técnica de
imunohistoquimica para avaliar a imunoexpressao de CD68 (macrofagos), CD3
(linfécitos T), CD20 (linfocitos B), CD56 (células NK) e de CD86 e CD206,
marcadores de macréfagos M1 e M2 em infiltrados inflamatérios na aorta de
pacientes com AT (n = 22), AD (n =9) e DC (n = 8). Resultados — A aorta toracica
foi avaliada em 86,4% dos pacientes com AT, em 77,8% dos pacientes com DA e
em 100% dos DC. A aorta abdominal foi avaliada nos demais casos. O procedimento
cirargico foi realizado no momento do diagndéstico em 54,5% dos pacientes com AT.
Atividade clinica da doenca foi observada em 54,5% dos casos, atividade histologica
em 40,9% e lesdes ateroscleréticas em 27,3% dos pacientes com AT. Apenas 36,3%
dos pacientes com AT estavam em terapia com glicocorticoides, imunossupressores
e/ou agentes bioldgicos. A frequéncia de macrofagos, macréfagos M1, linfécitos T,
linfocitos B e de células NK foi significativamente maior na aorta de pacientes com
AT e DA em relagéao a DC, mas n&o houve diferenca entre os grupos em relagao ao

macrofago M2. Macrofagos e linfocitos T foram as células mais frequentemente

Vil



encontradas na aorta de pacientes com AT, enquanto os macréfagos M2 foram mais
frequentes que os M1. Nao foram observadas diferencas significativas quanto a
imunoexpressao de marcadores de macrofagos, linfocitos T, linfécitos B e de células
NK quanto a atividade de doenca ou quanto a presenca de lesGes ateroscleréticas
concomitantes na AT. A frequéncia de linfécitos T é significativamente maior em
pacientes com atividade histolégica da AT, em comparacao aqueles que apresentam
apenas lesdes fibroticas, mas nenhuma diferenca foi observada quanto a frequéncia
de macréfagos e de suas subpopulagdes. O uso de prednisona se associou a menor
frequéncia de linfocitos T na aorta de pacientes com AT. Conclusdes — Os
macréfagos M2 sdo mais frequentes na parede da aorta de pacientes com AT, em
relacdo aos macrofagos M1. Macréfagos e linfocitos T sédo as células mais
encontradas no infiltrado inflamatério na aorta de pacientes com AT. Atividade
histologica se associa a maior frequéncia de linfocitos T, enquanto o uso de
prednisona leva a reducdao significativa de linfocitos T na parede arterial de pacientes

com AT.

Palavras-chave — Arterite de Takayasu, macréfagos, imunidade inata, linfocitos T,

atividade de doenca.
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Abstract

Introduction — Takayasu's arteritis (TA) is a systemic vasculitis of unknown etiology
that affects large arteries, such as the aorta and its main branches. The inflammatory
infiltrate of the arterial wall consists of macrophages, multinucleated giant cells,
natural killer (NK) cells, neutrophils and CD4+ T cells, CD8+ T cells and yd T cells.
No studies have evaluated macrophages phenotypes present in the inflammatory
infiltrate of the arterial walls in patients with TA. Objective — The primary aim of this
study was to evaluate which macrophage phenotype is predominant in the
inflammatory infiltration in the aorta of patients with TA. Secondary study aims were
to compare the frequency of macrophages, T cells, B cells and NK cells in the aorta
from TA patients, patients with atherosclerotic disease (AD) and heart transplant
donors (HTD); to describe the predominant localization of macrophages in the aorta
from TA patients; to analyze associations between infiltration of macrophages and T
cells, B cells and NK cells in the arterial wall and clinical disease activity, histological
disease activity, concomitant atherosclerotic lesions and prednisone use. Materials
and Methods — We performed a cross-sectional study using immunohistochemistry
to evaluate the expression of macrophages (CD68), T cells (CD3), B cells (CD20),
NK cells (CD56), as well as M1 (CD86) and M2 (CD206) macrophages in
inflammatory infiltration in the aorta from TA patients (n = 22), patients with AD of the
aorta (n = 9) and HTD (n = 8). Results — The thoracic aorta was assessed in 86.4%
of TA patients, in 77.8% of patients with atherosclerotic disease and in 100% of HTD.
The abdominal aorta was evaluated in remainder. The surgical procedure was
performed at the time of diagnosis in 54.5% of patients with TA. Clinical activity of the
disease was observed in 54.5% of cases, histological activity in 40.9% and
atherosclerotic lesions in 27.3% of patients with TA. Only 36.3% of the patients with
TA were on glucocorticoid, immunosuppressive and/or biologic agents. The
frequency of macrophages, M1 macrophages, T cells, B cells and NK cells was higher
in the aorta from TA and AD patients compared with HTD, but no differences were
found among all groups for M2 macrophages. In TA, macrophages and T cells were
the most abundant cells in the aorta while M2 macrophages were more frequently

found than M1 macrophages. No differences were found concerning macrophages,



T cells, B cells or NK cells between TA patients presenting active disease and those
in remission nor between TA patients with and without concomitant atherosclerotic
lesions in the aorta. T cells were more frequent in the aorta of TA patients with active
disease based on histological evaluation compared with those presenting chronic
fibrotic lesions, but no differences were found in the expression of macrophage
markers. The use of prednisone was associated with a significantly lower T cell count
in the aorta of TA patients whereas no differences were observed for other cell
markers. Conclusions — M2 macrophages are more frequently found in the aorta of
TA patients than M1 macrophages. Macrophages and T cells are the most frequent
cells in the inflammatory infiltrate in the aorta of TA patients. T cells were associated
with histological disease activity and with prednisone use in TAK but not
macrophages.

Keywords — Takayasu arteritis, macrophages, innate immunity, T cell, disease

activity.
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1.1  Mikito Takayasu

Mikito Takayasu (nascido em Saga, no Japéao no dia 19 de julho de 1860 e
falecido em Beppu, no Japédo, dia 20 de novembro de 1938) foi um
oftalmologista japonés, creditado como o primeiro a descrever a arterite de
Takayasu (AT) em 1908, quando apresentou um caso no 12° Encontro Anual da
Sociedade de Oftalmologia do Japéo, realizado em Fukuoka (1). Mikito Takayasu
formou-se médico na Universidade Imperial de Toquio em 1887 e trabalhou como

professor de oftalmologia na Faculdade de Medicina em Kanazawa (1,2).

Mikito Takayasu fixou-se na Alemanha por dois anos, onde ndo cessou de
realizar pesquisas no Hospital da Cidade de Berlim, no Hospital Universitario Charité
de Berlim e na Universidade de Leipzig. Em Berlim, Mikito Takayasu estudou com o
oftalmologista Albrecht von Graefe (1828—1870) e mostrou que o0 arcus senilis ocorre
devido a deposicéo de gordura na iris. Em seguida, Mikito Takayasu estabeleceu-se

em Kanazawa e obteve seu doutorado em 1903 por seu trabalho nesse campo (1,3).

Mikito Takayasu foi professor e diretor da Universidade de Kanazawa. Em
1924, se aposentou da Universidade e abriu sua propria clinica perto do Hospital
Universitario. Em 1933, sofreu derrame e mudou-se para Beppu no Japao para

recuperacdo, onde morreu de cancer retal quando tinha 78 anos de idade (1).

1.2  Arterite de Takayasu

A arterite de Takayasu (AT) € uma vasculite sistémica, que afeta grandes
vasos, principalmente a aorta, seus ramos primarios e artérias pulmonares,
acometendo majoritariamente individuos jovens do sexo feminino (4,5). A AT é uma
doenca cronica, de evolucéo frequentemente recidivante e com lesdes vasculares
progressivas do tipo estenose, ocluséo, dilatacdo e aneurisma, que geralmente

levam as manifestacdes clinicas da doenca e a alta morbidade (6).

O inicio das manifestacdes da AT geralmente ocorre entre 20 e 30 anos de
idade e, em todos o0s grupos populacionais, observa-se predominancia de
acometimento da doenca no sexo feminino (7). Tal predominancia feminina é elevada
na Turquia e no norte da Europa, observando-se relagdo sexo feminino:masculino
(F:M) de 12:1 e 11:1, respectivamente (8,9). Porém, a predominancia feminina diminui

em outros paises como Japéao (9:1), Brasil e Franga (5:1) e chega até a 3:1 na China
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e no Ird (10-14). Em paises como a India e Israel, a predominancia do sexo feminino
na AT é muito pequena em relacdo ao masculino: 1,6:1,0 e 1,8:1,0, respectivamente
(15,16).

A AT é encontrada em todos o0s grupos populacionais, sendo mais frequente no
Japéo, onde a prevaléncia estimada é de 40 casos por milhdo de habitantes (17). Em
diferentes paises, a prevaléncia da AT varia entre 4,7 a 14,7 casos/milhdo de
habitantes, enquanto sua incidéncia varia de 0,3 a 3,0 casos/milh&o de habitantes por
ano (7).

1.3 Fisiopatologia da arterite de Takayasu

N&o ha uma causa etiolégica definida para a AT, acredita-se que haja interacao
entre predisposicdo genética do individuo, associada a exposicdo a gatilhos
ambientais (18). O principal locus de susceptibilidade para a AT € o alelo do antigeno
de histocompatibilidade HLA-B*52:01, que mantém associacdo significante em
estudos de GWAS (Genome Wide Association Studies) em diferentes grupos étnicos

de pacientes com AT (19). Entretanto, associa¢cdes isoladas entre AT e outros genes

em diferentes grupos populacionais, foram descritas para outros alelos do locus B e
também para o locus C e para o HLA classe Il, especialmente os genes HLA-B*67:01
em japoneses, HLA-B*13:02 em turcos, europeus e americanos, HLA-Cw*12:02 em
japoneses, turcos e descendentes europeus e americanos, além do HLA-DRB1*07
em pacientes chineses com AT (20-23). Outros genes fora do HLA foram encontrados
como de susceptibilidade para o desenvolvimento da AT incluindo genes que
codificam reguladores da resposta imune celular, citocinas pro-inflamatoérias e
mediadores da resposta humoral: RPS9/LILRB3, 1L12B, IL6 e FCGR2A/FCGR3A
(19,21).

Hé& varias hipoteses sobre a contribuicdo de agentes infecciosos para a
patogénese da AT, mas até o momento, nenhuma evidéncia contundente foi
observada quanto a associacdo entre agentes infeccioso especificos e AT (24). A
tuberculose foi a infec¢do mais frequentemente dita como gatilho para a AT, devido a
natureza granulomatosa das lesdes inflamatérias arteriais, a maior frequéncia de
tuberculose latente na AT em relac&o a controles saudaveis e a maior prevaléncia de

AT em paises endémicos para a tuberculose pulmonar (18,24). Entretanto, quando se
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avaliou tuberculose latente pelo Quantiferon TB-Gold Test e pelo teste intradérmico
do PPD (Purified Protein Derivative), nenhuma diferenca foi encontrada entre
pacientes com AT e controles (25), além disso, ndo foram detectadas micobactérias
em artérias ou no sangue periférico de pacientes com AT por diferentes métodos,
incluindo a pesquisa direta, cultura para micobactérias e métodos de biologia
molecular (26,27).

A AT é uma pan-arterite com processo inflamatério granulomatoso, distribuido
preferencialmente nas camadas média e adventicia de artérias acometidas, na forma
de lesdes focais ou “skip lesions” (28). Uma grande variedade de tipos celulares foi
descrita na parede arterial de pacientes com AT, incluindo macrofagos, células
gigantes multinucleadas, neutrofilos, células NK, linfécitos T CD4+ e CD8+, linfocitos
T vd, linfécitos B e células dendriticas (29,30). A vasa vasorum é considerada a porta
de entrada para o processo inflamatério arterial que, por sua vez, pode levar a
hipertrofia da parede da artéria, hiperplasia da camada intima, destruicdo de fibras
musculares lisas, neovascularizacdo e deposicdo de fibras colagenas na parede
arterial (31). O processo inflamatorio arterial pode resultar em estenose ou oclusdo da

luz do vaso acometido ou em dilatacdo arterial ou até na formacao de aneurismas. A

dilatacdo arterial ocorre pela acdo de metaloproteinases e espécies reativas de
oxigénio em artérias elasticas, levando a elastofagia (fragmentacdo de fibras
elasticas) e também pode ser secundaria a necrose laminar e a perda de fibras

musculares lisas (18,29,31).

O aumento da imunoexpressdo da Heat-Shock Protein (HSP) de 65kDa na
média e na vasa vasorum da aorta pode ser um dos primeiros eventos observados na
patogenia da AT (32). A HSP-65 € alvo para células citotoxicas como células NK,
linfocitos T yd e linfécitos T citotdxicos, que por sua vez, induzem apoptose de células
alvo pela interacdo da molécula MICA (Major Histoconpatibility Class | Chain-Related
A) com o receptor NKG2D. Ambos MICA e o receptor NKG2D tém imunoexpressao
aumentada na aorta de pacientes com AT. A imunoexpressao de outras moléculas
indutoras de apoptose, como Fas/FasL e 4-1BB/4-1BBL também estd aumentada na
aorta de pacientes com AT, o que também indica dano arterial em potencial, induzido
por células citotéxicas. Além disso, hd aumento na imunoexpressao de moléculas co-
estimuladoras, envolvidas principalmente na ativacdo de linfécitos T, como CD80,
CD86, CD40, CD27L, CD30L e OX40L na aorta de pacientes com AT (33).
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Outra via que, em teoria, poderia dar inicio ao processo inflamatorio arterial na
AT é ainteracao entre receptores Toll-like (TLR) e seus ligantes. Diferentes padrbes
de imunoexpresséo de TLR foram descritos em diferentes leitos arteriais de pacientes
com vasculites de grandes e médios vasos, incluindo AT, arterite de células gigantes
e poliarterite nodosa. Os TLR2 e TLR4 sao encontrados de forma ubiqua em todas
artérias avaliadas, enquanto os TLR7 e TLR9 s&o observados com menor frequéncia.
Porém, padrdes seletivos de distribuicdo em leitos arteriais sédo observados para os
seguintes TLRs: TLR1, TLR3, TLR5, TLR6 e TLRS, ou seja, sdo encontrados de forma
restrita em algumas artérias, enquanto outras ndo apresentavam nenhuma

imunoexpressao (34).

Além das evidéncias de participacdo de células citotoxicas, majoritariamente
da imunidade inata, na patogénese da AT, também ha evidéncias da participacédo da
imunidade adaptativa, especialmente de linfocitos T. Células T CD4+ e CD8+ estéo
presentes no infiltrado inflamatorio da parede arterial na AT (32). Linfocitos T CD4+,
quando expressam o fenoétipo Th1, produzem interferon y (IFNy) que, por sua vez,
atua na ativacdo de macréfagos, no estimulo a formacdo do granuloma e no

desenvolvimento de células gigantes multinucleadas (35). O fenétipo Th17 de

linfocitos T CD4+ produz diferentes citocinas, entre elas a interleucina (IL)-17A, IL-17F
e IL-21, que induzem a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias por macrofagos, a
ativacao de neutrdfilos, producéo de quimiocinas que atraem mondocitos e neutroéfilos
aos sitios inflamatérios e aumentam a imunoexpressao de moléculas de adesdo em

células endoteliais (36).

Na AT, o estimulo de células mononucleares do sangue periférico leva a maior
producéo de citocinas envolvidas na resposta Thl e Th17, como a IL-12, IFNy, IL-6 e
IL-17A, em relacdo a controles saudaveis e a controles com outras formas de
vasculite. Além disso, células CD4+, isoladas de controles saudaveis, produzem altas
concentragdes de IFNy e de IL-17A em meio de cultura, quando estimuladas com o
soro de pacientes com AT em atividade de doenca. No infiltrado inflamatdrio da parede
arterial de pacientes com AT, linfécitos T expressam as citocinas IFNy, IL-6 e IL-17A
(37). Esses achados indicam a participacéo das respostas Thl e Th1l7, contribuindo

para a inflamacéo arterial na AT.

A concentracdo sérica de diferentes citocinas tem sido avaliada como
biomarcadores da doenca ou de atividade de doenca na AT em diferentes estudos. A
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IL-6 e a IL-18 sdo as citocinas mais associadas, de forma consistente, ao diagnéstico
de AT e a atividade de doenca, quando seus niveis séricos sdo medidos. Porém,
niveis séricos de outras citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF)a, IFNy, IL-
4, IL-12 e IL-23 ndo sao bons biomarcadores na AT (38). Pacientes com AT em
remissdo e maior extensdo do comprometimento arterial ou com histérico de eventos
arteriais isquémicos, apresentam maiores niveis séricos de citocinas que fazem parte
da resposta Th17, o que indica a presenca de processo inflamatorio arterial subclinico
em pacientes assintomaticos com perfil predominantemente Th17 (39).

Ha, ainda, evidéncias da participacdo do braco humoral da imunidade na
fisiopatologia da AT. Diversos tipos de autoanticorpos ja foram descritos em pacientes
com AT, incluindo anticorpos anticélulas endoteliais, antiaorta, antiferritina,
antianexina V e anticorpos antimondcitos (40,41). Porém a deteccdo de tais
autoanticorpos nao tem utilidade na pratica clinica (40). O B-cell activating factor
(BAFF) é uma citocina que faz parte da superfamilia do TNF e tem papel importante
na ativacao, proliferacéo e diferenciacdo de células B (42). Pacientes com AT em
atividade apresentam niveis séricos de BAFF significativamente mais elevados em
relacdo a controles saudaveis e tais niveis diminuem significativamente, quando a
remissdo da doenca € alcancada (43). Outro argumento que fala a favor da
participacdo do braco humoral da imunidade na fisiopatologia da AT é a observacao
de maior nimero de plasmablastos recém-formados circulantes no sangue periférico,
em pacientes com AT em atividade em relacdo a controles saudaveis, porém com

numero semelhante ao observado no lipus eritematoso sistémico (44).

1.4 Manifestacdes clinicas da arterite de Takayasu

A apresentacdao clinica da AT é variavel e depende dos leitos da arvore arterial
acometidos pelo processo inflamatério. As manifestacdes da AT podem ser divididas
em sintomas constitucionais, manifestacdes musculoesqueléticas, dor vascular,

manifestacdes vasculares e manifestacdes extravasculares da doenca (5).

Sintomas constitucionais:

Estdo presentes ao diagnostico e em fases de atividade de doenca em até 43%
dos casos. Os sintomas constitucionais incluem febre, inapeténcia, perda de peso,

fadiga e mal-estar (4,45).
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Manifestacées musculoesqueléticas:

Manifestagcbes como artralgias e mialgias sdo comumente observadas em
pacientes com AT que apresentam sintomas constitucionais, em fases de atividade
de doenca. Sua frequéncia descrita é de até 53% dos casos (4).

Manifestacdes vasculares:

Praticamente todos o0s pacientes com AT apresentam manifestacoes
vasculares, essas manifestacdes variam de acordo com as artérias acometidas. A dor
em trajetos vasculares é manifestacdo tipica da doenca e pode ser observada em
aproximadamente um terco dos pacientes, especialmente naqueles com a doenca
ativa. A principal forma de dor vascular observada é a carotidinea, mas também pode-

se observar dor toracica ou dor abdominal inespecificas (4,5,46).

Dor tipo claudicagdo intermitente, principalmente envolvendo membros
superiores, € comumente observada na AT, devido a alta frequéncia de envolvimento
de artérias subclavias, com estenose ou oclusdo arterial. Outra complicacdo
observada pelo envolvimento subclavio é a sindrome do roubo de fluxo da subclavia,
gue ocorre devido ao fluxo sanguineo retrogrado em artérias vertebrais para suprir
colaterais que irrigam o membro superior afetado pela estenose/oclusdo de artéria
subclavia. A sindrome do roubo de fluxo da subclavia se manifesta por sintomas de
isquemia vertebrobasilar do tronco encefalico, com tonturas, ataxia, diplopia, nistagmo

e até sincope (5,45).

Estenoses vasculares podem levar a reducdo ou ao desaparecimento de
pulsos periféricos, sopros vasculares e a diferenca de presséo arterial entre membros.
Outra manifestacdo vascular observada na AT é a hipertensao renovascular devido a
estenose em artéria(s) renal(ais). Angina abdominal também pode ser observada,

devido a estenose ou oclusdo de artérias viscerais, como artérias mesentéricas

superior e inferior, além do tronco celiaco (4,46).

Manifestacdes extravasculares:

ManifestacBes extra-vasculares envolvendo a pele, coracéo e rins ja foram
descritas na AT (47,48). Na pele, vasculite granulomatosa, vasculite necrosante ou
paniculite podem levar ao desenvolvimento de ndédulos eritematosos de membros
inferiores, lesdes semelhantes as do pioderma gangrenoso, eritema induratum, lesdes

papulares ou até mesmo ulcerativas (49). Outras manifestacfes extravasculares da
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AT incluem amiloidose renal, pericardite e miocardite (47).

Complicacdes:

As lesbOes arteriais da AT podem levar ao desenvolvimento de complicacdes
gue tém impacto no progndstico, devido a disfuncdo de 6rgdos alvo. Recidivas da
doenca podem levar ao acometimento progressivo de leitos vasculares, o0 que gera o
acometimento de novos 6rgaos e sistemas (6). As principais complicac6es da doenca
sdo dilatacéo da raiz da aorta com insuficiéncia aédrtica, hipertensao arterial sistémica
grave, retinopatia da AT, acidente vascular encefalico, insuficiéncia renal e

insuficiéncia cardiaca (50).

1.5 Diagnostico da arterite de Takayasu

Na pratica diaria, o diagnostico de AT é suspeitado quando paciente jovem,
frequentemente do sexo feminino, apresenta manifestacdes vasculares sugestivas do
envolvimento de grandes artérias, com ou sem sintomas constitucionais e carotidinea.
As manifestacdes clinicas sdo geralmente associadas a alteracdes de provas
inflamatorias, como a velocidade de hemossedimentacéo (VHS) e a proteina C reativa
(PCR) (48). O diagnostico de AT deve ser confirmado com exames de imagem,
principalmente exames nao invasivos, que incluem angio ressonancia magnética
(angioRM), angio tomografica computadorizada (angioTC) e ultrassom Doppler
arterial, principalmente de artérias carotidas e vertebrais (5). A arteriografia
convencional é reservada para guiar procedimentos vasculares ou para quando ha
duvidas sobre alteracfes vasculares observadas por outros métodos de imagem. As
alteracdes vasculares observadas na AT incluem espessamento concéntrico da
parede arterial e lesbes focais como estenose, ocluséo, ectasias ou aneurismas em
artérias de grande calibre (51). O papel da tomografia por emissdo de paositrons (PET)
com 18F-FDG (fluorodesoxiglicose) associado ou ndo a TC ainda ndo estd bem
estabelecido para o diagnostico da AT. Porém, a deteccao de areas de metabolismo
aumentado na parede do vaso parece ter alguma relagdo com atividade da doenca na
AT (52).

Até o0 ano de 1988, ndo existiam critérios de diagndéstico ou de classificacdo
para AT (53). Os primeiros critérios de diagndéstico foram elaborados por Ishikawa et

al no Japao. Esses critérios incluem a idade de inicio de manifestacdes da doenca,
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parametros clinicos, laboratoriais e angiograficos, divididos em critério obrigatério
(idade < 40 anos), dois critérios maiores e nove critérios menores. Os critérios de
Ishikawa et al apresentaram sensibilidade de 84% e especificidade de 100% (54).
Posteriormente, em 1990, foram desenvolvidos os critérios de classificacdo do Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) para AT, para serem utilizados na incluséo de
pacientes em estudos de epidemiologia e terapéutica. Para se classificar o paciente
como AT, é necessaria a presenca de 3 dos 6 critérios abaixo, com sensibilidade de
90,5% e especificidade de 97,8% (Quadro 1) (55).

Quadro 1 — Critérios de classificacdo do ACR para arterite de Takayasu de 1990 (55).

Critérios

Idade de inicio da doenca < 40 anos

Claudicacéao de extremidades

Diminuicdo do pulso da artéria braquial

Diferenca de pressao arterial > 10mmHg nos membros superiores

Sopro na artéria subclavia ou na aorta

Alteracdes arteriograficas tipicas

ACR: American College of Rheumatology; a presenca de trés ou mais dos seis critérios permite
classificar o paciente com AT.

Entretanto, em paises como a india, onde pacientes com AT apresentam
envolvimento predominante da aorta, a sensibilidade dos critérios de diagnostico de
Ishikawa et al e de classificacdo do ACR cai para 60,4% e 77,4%, respectivamente
(53). Em 1995, Sharma et al propuseram modificacdes nos critérios de Ishikawa et al
para melhorar a sensibilidade para o diagnéstico de AT em pacientes com
envolvimento predominante da aorta. Nos critérios de diagnostico de Ishikawa
modificados por Sharma et al, foi retirado o critério obrigatério (idade <40 anos), foram
acrescentadas manifestagdes tipicas da doenca como critérios maiores, foi removida
a idade na definicdo de hipertenséo, foi excluida a auséncia de lesfes aortoiliacas e
foram incluidas lesGes coronarianas em pacientes com menos de 30 anos, na

auséncia de fatores de risco (Quadro 2). O diagnéstico de AT é firmado quando dois
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critérios maiores estédo presentes ou na presenca de um critério maior e dois menores
ou até na presenca de quatro critérios menores. A sensibilidade e a especificidade
desse critérios sédo de 92,5% e 95,0% (56).

Quadro 2 — Critérios de Ishikawa modificados por Sharma para o diagnostico de
arterite de Takayasu [adaptado de (56)].

Critérios

Critérios maiores

Lesédo do terco médio de artéria subclavia esquerda
Leséo do terco médio de artéria subclavia direita

Sinais e sintomas tipicos com pelo menos um més de duragéo

Critérios menores

Elevacdo da VHS

Artérias carétidas dolorosas

Hipertensao arterial sistémica

Insuficiéncia aortica ou ectasia do anel valvar aértico
Lesdes de artérias pulmonares

Lesao de terco médio de carétida comum

Lesao distal no tronco braquiocefalico

Lesdo de aorta toracica descendente

Lesdo de aorta abdominal

Lesdo de artérias coronarias

VHS - Velocidade de hemossedimentagéo.

1.6 Atividade de doenca na arterite de Takayasu

A AT é uma doenca que cursa com periodos de exacerbacdo e remissdo e a
doenca € considerada em atividade, quando o paciente apresenta novas
manifestagdes clinicas atribuidas a AT, elevacao de provas inflamatorias, como a VHS

e a PCR, em associa¢éo ao desenvolvimento de novas lesdes arteriais (6). As novas
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manifestacbes da doenca devem ter iniciado ha no maximo 3 meses do dia da

avaliagdo do paciente. E importante salientar que novas lesdes arteriais sdo

observadas em até 61% dos pacientes considerados em remissdo da doenca (4).
Alguns instrumentos de avaliagcao foram desenvolvidos para aferir atividade de

doenca na AT, entre eles, os critérios de Kerr et al, também conhecidos como os
critérios do NIH (National Institutes of Health), sdo os mais utilizados (Quadro 3).
Nesses critérios de atividade de doencga sdo consideradas as seguintes variaveis:
sintomas sistémicos, elevacdo da VHS, manifestagbes de isquemia ou inflamacao
vascular e alteracdes angiogréficas tipicas (4). Posteriormente, os critérios de Kerr et
al foram modificados para incluir o desenvolvimento de nova les&o arterial, em
territorio previamente livre de lesbes, como sinal de atividade de doencga, sem a

necessidade da presenca de outras manifestacdes clinicas ou alteracédo da VHS (57).

Quadro 3 — Critérios de Kerr et al para avaliar atividade de doenca na arterite de

Takayasu (4).

Critérios

Queixas sistémicas como febre e queixas musculoesqueléticas, sem outras causas
identificadas
Elevacdo da VHS

Manifestacbes de isquemia ou insuficiéncia vascular que incluem claudicacdo de
membros, reducdo ou auséncia de pulsos periféricos, sopro, dor vascular (carotidinea),

assimetria de pressao arterial em membros superiores ou inferiores

Alterag6es angiogréficas tipicas

Manifestac@o nova ou exacerbacdo de manifestacdo preexistente indica doencga ativa. VHS —
Velocidade de hemossedimentacao.

Outro instrumento de avaliacdo de atividade de doenca na AT é o Indian
Takayasu Activity Score (ITAS2010). Esse instrumento aborda atividade de doenca
com manifestacdes que acometem 6 6rgaos e sistemas com 44 itens. Cada item sé
pode ser pontuado se tiver seu inicio nos dltimos 3 meses. O ITAS2010 prové um
escore de atividade de doenca que tem maior peso nas manifestacoes vasculares.
Resultados de VHS e PCR também podem ser incorporados a pontuacdo do

ITAS2010, mas nesse caso, o instrumento leva o nome de ITAS.A (58).
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1.7 Macrofagos

Macréfagos sao células heterogéneas que fazem parte da imunidade inata e
sdo encontradas em tecidos de todos os 6rgdos e sistemas. Os macréfagos sao
originados a partir da migracdo de mondcitos circulantes no sangue periférico ou, no
caso dos macréfagos residentes em tecidos, eles sdo oriundos de células
embrionarias e sdo auto renovaveis nos proprios tecidos (59). Células de Kupffer,
macréfagos alveolares, osteoclastos, células de Langerhans e microgliécitos séo
exemplos de macréfagos residentes em tecidos. Porém, todos os 6rgaos e sistemas
tém macrofagos residentes em seus tecidos (60). Mondcitos derivados da medula
0ssea circulam na corrente sanguinea e se transformam em macrofagos e em células
dendriticas nos tecidos, em estados infecciosos e infecciosos, além de disturbios

metabdlicos (61).

Macrofagos coordenam a resposta imunitaria e atuam na vigilancia imunolégica
combatendo as agressfes em geral ao nosso organismo, incluindo infeccbes e
neoplasias. Adicionalmente, essas células sdo importantes para a homeostase dos
tecidos, especialmente na resolucéao do processo inflamatorio e na reparacao tecidual
e cicatrizacdo (62). Macrofagos patrulham os tecidos, respondendo a estimulos
enddégenos produzidos apods lesdo tecidual ou infeccdo, mas também séo
influenciados por outras células da imunidade inata, por células da imunidade

adaptativa e pelos proprios macrofagos (63).

Macrofagos apresentam grande diversidade e plasticidade influenciadas pelos
estimulos presentes no meio, podendo assim assumir diferentes fenotipos. De forma
binéria, os macrofagos sédo classificados em dois subtipos distintos: os classicamente
ativados, ou macréfagos M1, e os macréfagos alternativamente ativados, ou
macrofagos M2 (64). As duas populacdes celulares se diferenciam pela
imunoexpressao de diferentes genes e secrecdo de diferentes proteinas, incluindo
receptores de superficie celular e citocinas (62,63). A plasticidade de macréfagos é
um processo dinamico, seus diferentes subtipos podem inclusive ser evidenciados
simultaneamente no mesmo processo patoldgico, como por exemplo na hanseniase,
onde a fase inflamatoria e de reparacdo apresentam diferentes fenétipos M1 e M2
(65).
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O fendtipo M1 de macrofagos é induzido por estimulos especificos,
isoladamente ou em conjunto, que incluem exposic¢éo ao interferon y (IFNy) produzido
por células Thl, a produtos bacterianos, como lipopolissacérides (LPS) com estimulo
a TLR (Toll-like receptors), e apds a exposicdo a citocinas pré-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral a (TNFa) (66).

O fendtipo M1 de macréfagos, em contrapartida, produz citocinas proé-
inflamatérias como interleucina (IL)-6, IL-1a, IL-18 e TNFa, e ajuda a induzir as
respostas Thl e Thl7 coma secrecdo de IL-12 e IL-23, respectivamente (67,68). Esse
fen6tipo M1 produz quimiocinas (por exemplo: CX3CL1, CCL5, CXCL9, CXCL10,
CXCL11 eCXCL16) que séo ligantes dos receptores de quimiocinas CX3CR1, CCR5,
CXCR3 e CXCR®6, e atraem células CD4" Thl, células CD8* Tcl e células NK aos
tecidos envolvidos no processo inflamatério (69). Macrofagos M1 ainda secretam
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e tém maior atividade microbicida,
especialmente contra patdgenos intracelulares e atividade tumoricida (64). Os
principais marcadores do fenétipo M1 de macréfagos sdo CD80, CD86, MHC classe
ll, receptor da IL-1, O0xido nitrico sintase induzida, TLR-2 e TLR-4. Além disso,
macrofagos M1 tém alta imunoexpressao de IL-12 e baixa imunoexpressao de IL-10
(70). Em processos infecciosos agudos, a inducao do fenotipo M1 de macrofagos é
benéfica. Porém, a inducdo desse fendtipo cronicamente pode resultar em dano

tecidual e dificultar o processo de reparacao, principalmente na inflamacéao estéril (63).

O fenotipo M2 em macrofagos, também conhecido como macréfagos ativados
de forma alternativa ou macrofagos anti-inflamatorios, contrapde-se a atividade
inflamatoria sustentada pelos macréfagos M1. O termo M2 é derivado da resposta
Th2, pois a mudanca de macréfagos MO para macrofagos M2 foi inicialmente atribuida
a exposicdo de macréfagos a citocinas que fazem parte da resposta Th2 como a IL-4
e IL-13 (63,64,66,71).

De uma forma geral, macréfagos M2 atuam na defesa contra parasitas, na
reparacao tecidual, na cicatrizacao de feridas e na regulacao da resposta imune, além
de apresentarem maior capacidade fagocitica (64). A melhora no conhecimento sobre
o fenétipo M2 com estudos in vitro levou a subdivisdo desse fenétipo em quatro
categorias: M2a, M2b, M2c e M2d, de acordo com o estimulo que os macrofagos séo
expostos, também segundo os marcadores celulares expressos e as citocinas,

quimiocinas e outros mediadores produzidos (66).
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Macréfagos M2a sao induzidos quando h& exposicdo do macréfago MO as
citocinas IL-4 e IL-13. Eles sdo conhecidos como macréfagos reparadores por
produzirem altos niveis de fatores pro-fibréticos como IGF (Insulin-like Growth Factor),
fibronectina, 1L10 e TGFB (Transforming Growth Factor B) que tém efeito anti-
inflamatdrio e pro-fibrético (66,72). As seguintes quimiocinas também sdo produzidas
por macréfagos M2a: CCL17, CCL18, CCL22 e CCL24. Os principais marcadores de
macrofagos M2a sdo CD206, IL-1ra e IL-1R 11 (70).

O fenodtipo M2b tem o perfil mais pré-inflamatério entre os macréfagos M2, eles
séo induzidos pela exposi¢cao simultanea a imunocomplexos, ligantes de TLR e IL-13.

Macrofagos M2b produzem citocinas pro-inflamatérias como IL-13, TNFa e IL-
6, além da quimiocina CCL1 (62). O fenotipo M2b expressa CD86 e IL-10, mas nao
tem boa imunoexpresséao de CD206 (70).

A exposicdo de macrofagos a IL-10 e a glicocorticoides leva ao
desenvolvimento do fenotipo M2c que também é conhecido como macréfago
regulador, que produz, em contrapartida, altos niveis de IL-10, TGFB e das
guimiocinas CCL16, CCL18 e CXCL13, além de baixos niveis de IL-12 (62,67). O
fendtipo M2c tem efeito anti-inflamatorio e de realizar a fagocitose de células
apoptéticas, evitando a ativacdo de processo inflamatério com o processo apoptético.
Macrofagos M2c expressam CD206, TLR-1 e TLR-8 (70).

O fendtipo M2d € induzido quando agonistas de TLR se ligam a receptores Aza
de adenosina. Essa ligacdo leva a supressdo da producdo de citocinas proé-
inflamatorias e a secrecdo de citocinas anti-inflamatoérias, com altos niveis de IL-10 e
de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), mas, em contrapartida, macréfagos
M2d ndo expressam CD206 e produzem baixos niveis de TNFa e de IL-12 (73,74).
Quanto aos ligantes de receptores de quimiocinas produzidos por macrofagos M2, ha
diferentes expressdes desses ligantes em diferentes subpopulacfes desse fendtipo.
O fendtipo M2a produz CCL17, CCL18, CCL22 e CCL24 que se ligam aos receptores
CCR3 e CCR4 em basdfilos, eosindfilos, células Th2, células Tc2, células T
regulatérias e em células T naive. O fenétipo M2b produz apenas CCL1, que se liga
ao receptor CCRS e atrai eosindfilos, células Th2, células Tc2 e células T regulatérias
aos tecidos. Por ultimo, o macrofago M2c produz CXCL13, CCL16 e CCL18 que se
ligam a receptores CCR1, CXCRS5 e/ou H4, atraindo linfécitos T e linfocitos B para os
tecidos (69).
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A exposicdo de macrofagos MO a quimiocina CXCL4, liberada por plaquetas,
leva ao desenvolvimento de fendétipo distinto do M1 e M2. Essa nova populacdo de
macréfagos foi inicialmente descrita em placas aterosclerdticas e passou a ser
conhecida como macréfago M4 (75). Essa subpopulacdo de macréfagos expressa
CD68 e S100A8 (MRP-8) e produz altos niveis de IL-6, TNFa e as metaloproteases
de matriz (MMP)7 e MMP12. Porém, esse fendtipo tem imunoexpresséo nula de
CD163 e menor imunoexpressao do receptor scavenger CD36/SR-A. Em placas
ateroscleroticas, macréfagos M4 estdo associados a maior instabilidade e maior risco
de rotura da placa (75-77).

Em diferentes doencas, dependendo do processo fisiopatoldgico, pode-se
observar predominio de macréfagos M1 ou M2 no infiltrado celular de tecidos
acometidos. O predominio de macrofagos M1 € observado na esteatose hepatica,
obesidade, glomerulonefrite, diabetes, doenca aterosclerética e em infecgbes por
virus e microbactérias. Predominio de macrofagos M2, por sua vez, é observado na
asma bronquica, dermatite atopica, pneumopatia intersticial, na sarcoidose e em

infeccbes parasitarias (64).

Em relacdo a vasculites sistémicas, na glomérulonefrite necrosante pauci-
imune, associada aos anticorpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA), observa-se
um aumento no numero de macréfagos M2 (CD68*CD163*) em torno de areas de
necrose fibrinoide em fase inicial (78). De fato, pacientes com vasculites associadas
ao ANCA e glomerulonefrite ativa apresentam niveis aumentados de CD163
(marcador de macréfagos M2) soluvel na urina em relacdo aqueles em remisséo.
Nesse estudo, niveis urindrios de CD163 solavel se mostraram como bom

biomarcador de vasculite renal ativa (79).

Achado interessante foi observado em estudo in vitro, no qual o soro de
pacientes com vasculites associadas ao ANCA em atividade induziu o fenétipo M2c,
guando adicionado a cultura de mondcitos isolados a partir de sorting de células
mononucleares de sangue periférico, enquanto o soro de controles saudaveis induziu
o fenétipo MO (80). Em estudo realizado por nosso grupo, observamos predominio de
macroéfagos M2 e linfocitos Th2 em relagdo a macrofagos M1 e a células Thl nas vias
aéreas de pacientes com granulomatose com poliangiite em atividade de doenca.
Nesse estudo, o CD163 foi utilizado como marcador de macréfagos M2. O uso de

imunossupressores se associou a maior imunoexpressao de CD163 e a dose diaria
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de prednisona se correlacionou a todos os marcadores macrofagicos: CD68, CD86 e
CD163 (81).
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2. HIPOTESE




Hipotese

Em pacientes com AT, h&a predominio de macrofagos no infiltrado inflamatorio
da parede da aorta em relacdo a outras células que participam da resposta
inflamatdria como linfécitos T, linfécitos B e células NK. O fenétipo M1 de macrofagos
deve ser o predominante na AT, principalmente devido a natureza inflamatéria da
doenca, com participacdo das respostas Thl e Th17 daimunidade adaptativa na sua
fisiopatologia. Também levantamos a hipétese de que macrofagos sao observados
mais frequentemente na adventicia da aorta, devido a proximidade com sua porta

de entrada, a vasa vasorum.
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Justificativa

A AT é classificada como uma vasculite granulomatosa que afeta artérias de
grande calibre, apresentando células gigantes multinucleadas em meio ao infiltrado
inflamatério na parede arterial. Apesar da grande importancia da participacdo de
macrofagos na fisiopatologia da AT, com células CD68+ presentes no infiltrado
inflamatorio da parede arterial, ndo ha estudos que tenham avaliado subpopulacdes
de macréfagos com fendétipos M1 e M2 em pacientes com AT.
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Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de macréfagos no infiltrado inflamatério da parede da aorta de

pacientes com AT.

4.2 Objetivos especificos

Quantificar a imunoexpressao de marcadores de macrofagos no infiltrado
inflamatorio da parede da aorta de pacientes com AT e comparar a marcadores de
outras células relevantes no processo inflamatorio, incluindo linfocitos T, linfocitos B
e células NK, em pacientes com AT, pacientes com doenca aterosclerética (DA) e
doadores cadavéricos de transplante cardiaco;

Comparar a imunoexpressao de marcadores de macréfagos M1 a de
macrofagos M2 na parede da aorta de pacientes com AT;

Descrever a localizacédo preferencial do infiltrado de macréfagos na parede
arterial em pacientes com AT, se na intima, média ou adventicia,

Avaliar relacdes entre a imunoexpressdo de marcadores de macrofagos,
linfocitos T, linfocitos B e células NK na aorta de pacientes com AT com
aterosclerose na aorta, atividade clinica da doenca, atividade histolégica e uso de

glicocorticoides.
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Materiais e Métodos

5.1 Pacientes e controles

Realizamos estudo transversal, no qual foram incluidas amostras de aorta de
22 pacientes com AT submetidos a cirurgia de revascularizacao ou a necropsia. Para
ingresso no estudo, foram observados os critérios de inclusdo: cumprir os critérios
de classificacdo do ACR para AT ou os critérios diagnosticos de Ishikawa
modificados por Sharma para AT (55,56) e disponibilidade de espécime de aorta pos
cirurgia de revascularizacdo ou p6s necrépsia. Nos grupos controle, os critérios de
incluséo foram os seguintes: DA complicada em aorta toracica e/ou abdominal e
espécime disponivel para estudo e no presenca de espécimes de aorta toracica de
doadores cadaveéricos de transplante cardiaco, que nao apresentavam AT ou doenca

aterosclerdtica.

As amostras de artérias dos participantes do estudo foram obtidas no
Laboratério de Patologia da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista
de Medicina (UNIFESP-EPM), Laboratério de Patologia do Instituto do Coracédo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (INCOR-FMUSP),
Laboratério de Patologia do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e do

Laboratoério Pathos.

5.2 Implicacfes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (CEP
1210/2015, CAAE: 49602615.3.0000.5505). Os participantes do estudo ou seus
familiares, que puderam ser contatados assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido apos leitura e concordancia (anexos 3 a 4). A dispensa do termo de
consentimento livre e esclarecido foi aceita pelo CEP-UNIFESP, quando houve

impossibilidade de se localizar o participante do estudo ou algum de seus familiares.

5.3 Variaveis do estudo

Foram coletadas informacdes sobre idade a época do procedimento cirdrgico
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ou 6bito e género para todos os participantes do estudo. Entre os pacientes com AT,
foram levantadas informacdes sobre atividade de doenca com base nos critérios de
Kerr et al (4), que inclui avaliacao clinica, alteracdes da VHS e de exames de imagem
realizados na época da obten¢cdo da amostra da aorta. Foram coletadas informacdes
sobre os exames de VHS e PCR realizados no maximo uma semana antes do
procedimento cirdrgico ou do 6bito. Também foram coletadas informacdes sobre a
terapia utilizada para a AT, incluindo prednisona, imunossupressores ou agentes

biolégicos.

Os pacientes com AT foram sub-classificados entre aqueles que apresentam
ou nado atividade histolégica e aqueles que apresentam ou ndo lesbes
ateroscleroticas concomitantes na aorta, com base nos achados de l[aminas coradas
pela hematoxilina-eosina. Atividade histolégica foi considerada quando pacientes
com AT apresentaram infiltrado inflamatério pan-mural ou inflamacéao granulomatosa
na aorta, enquanto a auséncia de atividade histologica da AT foi definida pela

presenca de fibrose da parede arterial com ou sem raros focos inflamatérios (28,31).

5.4 Imunohistoquimica

Os exames de imunohistoquimica foram realizados no Departamento de
Patologia Clinica e Anatomia Patolégica do Hospital Israelita Albert Einstein, em
amostras da aorta toracica e abdominal fixadas em formalina e embebidas em

parafina.

Os blocos de parafina receberam seis cortes histolégicos de 4um cada no
micrétomo, em laminas silanizadas (Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara,
Estados Unidos). As laminas foram identificadas com etiqueta impressa apés
cadastro de cada amostra no aparelho Dako Autostainer™ (Dako Agilent Pathology
Solutions, Santa Clara, Estados Unidos). As laminas foram colocadas em estufa com
temperatura entre 75-80°C para desparafinizacdo por 30 minutos. As laminas foram
submetidas a re-hidratacdo em banhos de alcool absoluto e 4gua destilada, seguidas
de banho em tampéo Buffer Dako (Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara,

Estados Unidos) por 5 minutos cada.

A recuperacdo antigénica foi realizada no aparelho PTlink (Dako Agilent

Pathology Solutions, Santa Clara, Estados Unidos) em solu¢gdo com pH de acordo
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com a especificagdo do anticorpo primario e as laminas recebem dois banhos de
97°C por 20 minutos e depois resfriamento até 65°C. ApGs a etapa de recuperacao
antigénica, os suportes com as laminas foram retirados do aparelho PTIlink e
colocados em tanques com solucdo tamp&do de lavagem EnVision™Flex (Dako
Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, Estados Unidos) por 5 minutos. Os
suportes com as laminas foram finalmente colocados no aparelho Dako Autostainer
Link 48™ (Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, Estados Unidos) para a

coloracéo das laminas.

Para evitar ressecamento das laminas, as mesmas foram hidratadas a conta-
gotas com solugdo tampdo de lavagem EnVision™Flex (Dako Agilent Pathology
Solutions, Santa Clara, Estados Unidos) sempre que necessario. Foi escolhida a
programacao com o protocolo de imunohistoquimica ja previamente inserido no
aparelho. A peroxidase enddgena foi bloqueada com imersdo das laminas em
solucéo de peréxido de hidrogénio a 10 volumes por 10 minutos. Apos essa etapa,
as laminas foram imersas em tampao de lavagem por 5 minutos e apos essa

lavagem, anticorpos primarios foram adicionados as laminas conforme o Quadro 4.

Quadro 4 — Anticorpos primarios utilizados na imunohistoquimica.

Especificidade Anticorpo Empresal/clone Clonalidade Diluicao
Origem
Linfocitos T Anti-CD3 humano Abcam
Camundongo (ab699) Monoclonal 1:50
PS1
Linfocitos B Anti-CD20 humano Abcam
Camundongo (ab9475) Monoclonal 1:50
L26
Células NK Anti-CD56 humano Abcam
Camundongo (ab8233) Monoclonal 1:50
MEM-188
Macroéfagos Anti-CD68 humano Dako - Agilent
Camundongo (1S613) Monoclonal 1:50
PG-M1
Macrofagos M1 Anti-CD86 humano Abcam
Coelho (ab196564) Policlonal 1:50
P42081
Macrofagos M2 Anti-CD206 humano Abcam
Camundongo (ab117644) Monoclonal 1:200
5C11
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A incubacao com anticorpos primarios durou 30 minutos e, ap0s esse tempo,
as laminas foram lavadas em solucdo tampéao de lavagem por 5 minutos. As laminas
foram incubadas com anticorpo secundéario de coelho anti-lgG de camundongo
conjugado com a enzima horseradishperoxidase (HRP) (ab97046) (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) por 15 minutos e, posteriormente, lavadas com solugao

tampéo de lavagem por 5 minutos.

As laminas foram incubadas com solucao de polimero (Dako Agilent Pathology
Solutions, Santa Clara, Estados Unidos) por 30 minutos e depois lavadas por 5
minutos com tampéao de lavagem. A coloracéo final das laminas foi realizada com a
solugdo DAB (diaminobenzidina) (Evision Flex, Dako Agilent Pathology Solutions,

Santa Clara, Estados Unidos) durante 10 minutos.

As laminas foram lavadas com &agua destilada e contracoradas com
hematoxilina durante 5 segundos (Evision Flex Hematoxylin, Dako Agilent Pathology
Solutions, Santa Clara, Estados Unidos). Depois, as laminas foram desidratadas em

alcool, diafanizadas em xilol e montadas com Entelan e laminula.

A plataforma de telepatologia foi utilizada para a avaliacdo da imunoexpressao
de cada marcador, as laminas foram digitalizadas com o aparelho Nanozoomer Digital
Pathology Scanner (NDP Scan U10074-01; Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu,
Japao). A quantificacdo da imunoexpressdo de cada marcador nas laminas foi
realizada por dois pesquisadores independentes, com o programa ImageScope
Viewer (V11.2.0.780 Aperio; e-Pathology Solution, Leica Biosystems, Wetzlar,

Alemanha).

Foi utilizado método semiquantitativo com escala de cinco pontos (0-4): 0 para
auséncia de imunoexpressao, 1 para raras células positivas (0-1%), 2 para humero
moderado de células coradas com o marcador (1-20%), 3 para um grande nimero de
células coradas (20-50%) e 4 para um numero muito elevado de células coradas com
o marcador (>50%) (82). A quantificacdo da imunoexpressdo de cada marcador foi
realizada em TODOS os campos da aorta de cada participante do estudo, em aumento
de 10x para cada campo, por dois avaliadores (AWSS e JPS) cegos para 0S grupos
de participantes do estudo. A Figura 1 ilustra os campos utilizados durante a

qguantificacdo da imunoexpressdo de marcadores no estudo. Além da avaliacdo da
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imunoexpressdo de marcadores em todas as camadas da aorta, realizamos e
pacientes com AT, a avaliacdo da imunoexpressdo de marcadores CD68, CD86
CD206 nas camadas especificas da aorta: intima, média e adventicia.
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Figura 1. Campos de analise da imunoexpressao de marcadores na parede da aorta.

Os campos foram marcados com aumento de 10x na parede da aorta e englobam todas
as camadas: intima, média e adventicia.

A Figura 2 ilustra a imunoexpressdo dos seguintes marcadores: pan
macrofagico (CD68), macréfagos M1 (CD86), macrofagos M2 (CD206), linfécitos T
(CD3), linfocitos B (CD20) e células NK (CD56) na aorta de paciente com AT.

m

e
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Figura 2. Imunohistoquimica da parede da aorta de paciente com arterite de Takayasu.
Imagens representativas dos marcadores pan-macréfago CD68* (A), macréfagos M1 CD86* (B),
macréfagos M2 CD206" (C), células T CD3* (D), células B CD20* (E) e células NK CD56" (F)
emm infiltrado inflamatério da aorta de paciente com arterite de Takayasu, em aumento de 20x.
Os nucleos celulares foram corados em azul pela hematoxilina e cada lamina foi corada com um
marcador especifico em marrom (anticorpos secundarios conjugados com HRP).

A Figura 3A ilustra a presenca de células gigantes multinucleadas,
coradas pelo marcador pan-macrofagico CD68, em meio ao infiltrado
inflamatorio da aorta toracica de paciente com AT, que apresenta atividade
histolégica da doenca. Todas as células gigantes multinucleadas, observadas
nas aortas de pacientes com AT, expressaram o marcador de macrofagos

M2, ou seja, o CD206 a imuno-histoquimica (Figura 3B).
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Figura 3. Células gigantes multinucleadas em paciente com arterite de Takayasu.

A Figura 3 A demonstra células gigantes multinucleadas CD68"* no infiltrado inflamatério da aorta
tordcica de paciente com AT. A Figura 3 B demonstra células gigantes multinucleadas
observadas nesse estudo apresentaram o marcador CD206 de macrofagos M2, em aumento de
20x. Os nucleos celulares foram corados em azul pela hematoxilina e cada Iamina foi corada
com um marcador especifico em marrom (anticorpos secundarios conjugados com HRP).
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Na Figura 4, observamos macrofagos (CD68*), em meio a vasa

vasorum, com infiltrado inflamatério na adventicia de aorta de paciente com

AT, que apresenta atividade histolégica da doenca.

Figura 4. Macréfagos na adventicia da aorta toracica na arterite de Takayasu.

Macrofagos (CD68%) na adventicia da aorta toracica, em meio a vasa vasorum, em aumento de
20x. Os nucleos celulares foram corados em azul pela hematoxilina e cada lamina foi corada
com um marcador especifico em marrom (anticorpos secundarios conjugados com HRP).

Na Figura 5, observamos a imunoexpressdo dos marcadores pan-
macrofagico (CD68), macréfagos M1 (CD86), macréfagos M2 (CD206), linfocitos T
(CD3), linfocitos B (CD20) e células NK (CD56) em paciente com DA complicada de
aorta toracica.
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Figura 5. Imunohistoquimica da parede da aorta de paciente com doenca aterosclerética.

Imagens representativas dos marcadores pan-macréfago CD68* (A), macréfagos M1 CD86* (B),
macréfagos M2 CD206* (C), células T CD3* (D), células B CD20* (E) e células NK CD56* (F) na
aorta de paciente com aterosclerose em aumento de 20x. Os nucleos celulares foram corados
em azul pela hematoxilina e cada Iamina foi corada com um marcador especifico em marrom
(anticorpos secundarios conjugados com HRP).

A Figura 6 ilustra a baixa imunoexpressao dos marcadores avaliados nesse
estudo, em individuo do grupo controle. O macréfago M2 foi a subpopulacéao

macrofagica mais comumente observada na aorta toracica de individuos do grupo

controle.
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Figura 6. Imunohistoquimica da parede da aorta de individuo do grupo controle.

Imagens representativas dos marcadores pan-macréfago CD68* (A), macrofagos M1 CD86* (B),
macréfagos M2 CD206" (C), células T CD3* (D), células B CD20* (E) e células NK CD56" (F) na
parede da aorta de individuo do grupo controle com aumento de 20x. Os nucleos celulares foram
corados em azul pela hematoxilina e cada lamina foi corada com um marcador especifico em
marrom (anticorpos secundarios conjugados com HRP).
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5.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa IBM SPSS para Windows,
versao 21.0 (Armonk, Estados Unidos) e os graficos serdo construidos utilizando o
programa GraphPad Prism versdao 5.0 (La Jolla, Estados Unidos). Variaveis
numéricas foram apresentadas como média com desvio padrdo ou mediana com
intervalo interquartil, de acordo com a distribuicdo da variavel. O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado como teste de normalidade. Varidveis categéricas foram
apresentadas sob a forma de percentagem e nimero absoluto. Comparacgéo entre
dois grupos, quanto a variaveis numéricas, foi realizada com os testes t de Student
ou U de Mann-Whitney, enquanto para 3 grupos, as comparacdes foram realizadas
pelos testes ANOVA para um fator ou Kruskal-Walis de acordo com a distribuigéo
das variaveis numericas. O teste post hoc utilizado para 0 ANOVA com um fator foi
o teste de Tukey e para o teste de Kruskal-Walis, utilizamos o teste de Mann-Whitney
como teste post hoc. Para a comparacdo entre variaveis categoricas, foram
realizados os testes de Fisher ou Qui quadrado. O teste de correlacdo de Spearman
foi utilizado para avaliar correlagdo entre duas variaveis numeéricas. Foram

considerados significantes os valores de p < 0,05.
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Resultados

6.1 Pacientes e controles

Informacdes sobre dados demogréficos e artérias avaliadas dos participantes
do estudo encontram-se na Tabela 1. Pacientes com DA tém na sua maioria
individuos do sexo masculino e média de idade superior aqueles com AT, que por
sua vez, envolve principalmente mulheres jovens. A aorta toracica foi a artéria
predominantemente avaliada nesse estudo, enquanto espécimes de aorta
abdominal foram disponibilizados para a minoria dos pacientes com AT e com DA.
N&o foram incluidas amostras de aorta abdominal de individuos doadores

cadavéricos de transplante cardiaco.

Tabela 1. Dados demograficos e aorta avaliada em participantes do estudo.

Arterite de Doenca Doadores
Variaveis Takayasu aterosclerotica cadavéricos
(n=22) (n=29) (n=18)
Sexo feminino, n (%) 16 (72,7) 2 (22,5) 3(42,9)
Idade, anos 26,0 09,0 04,5
(19,0-31,8) (61,5-75,0) (50,0-70,5)
Aorta torécica, n (%) 19 (86,4) 7 (77,8) 8 (100,0)
Aorta abdominal, n (%) 3 (13,6) 2 (22,2) --

n — nimero de participantes; AT — arterite de Takayasu; DA — doenca aterosclerética; dados
numeéricos apresentados como mediana e intervalo interquartil.

6.2 Caracteristicas da arterite de Takayasu

Entre os pacientes com AT, foram avaliadas variaveis como reagentes de
prova inflamatéria, atividade clinica de doenca, atividade histolégica da AT, presenca
de lesBes aterosclerdticas concomitantes e terapia utilizada pelo paciente na época
do procedimento cirdrgico ou do 6bito (Tabela 2). Em 12 pacientes com AT (54,5%),
o procedimento cirdrgico foi realizado na época do diagndstico da vasculite, antes
do inicio de qualquer terapia com glicocorticoides e ou imunossupressores. O Unico
imunossupressor e agente bioldgico utilizados pelos pacientes com AT foram

metotrexato e tocilizumabe, respectivamente.
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Tabela 2 — Informacdes sobre atividade de doenca e terapia em pacientes com arterite de

Takayasu.
Variaveis Resultados
(n=22)

Atividade clinica da doenca, n (%) 12 (54,5)
Inflamacéo arterial ativa, n (%) 9 (40,9)
Lesbes ateroscleroticas, n (%) 6 (27,3)
Prednisona, n (%) 9 (40,9)
Dose diaria de prednisona dose, mg 17,5 (5,0-20,0)
Metotrexato, n (%) 2(9,1)
Tocilizumabe, n (%) 1(4,5)
VHS, mm/hora 22,6 + 16,6
PCR, mg/L 48+3,7
n — numero de participantes; PCR — proteina C reativa, VHS - velocidade de

hemossedimentacdo. Variaveis numéricas foram apresentadas como mediana e intervalo
interquartil ou como média e desvio padréo.

Entre os 12 pacientes com AT considerados clinicamente em atividade, 7
(58,3%) também apresentavam atividade histolégica ao exame histopatologico em
comparacao a 5 (41,7%) que ndo apresentavam indicios de atividade histologica da
AT (p = 0,099). Entre os 9 pacientes com atividade histolégica da AT, apenas 2
(22,2%) apresentaram lesdes ateroscleroéticas enquanto 7 (77,8%) nao apresentaram

indicios de aterosclerose em artéria avaliada (p = 1,000).

6.3 Comparacdo da imunoexpressdo de cada marcador celular entre os
grupos do estudo.

A Tabela 3 detalha as comparacfes entre pacientes com AT, pacientes com
DA e dos doadores cadavéricos de transplante cardiaco quanto a imunoexpressao
na parede da aorta dos marcadores de macréfagos (CD68), macrofagos M1 (CD86),
macrofagos M2 (CD206), linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD20) e de células NK
(CD56). Em relacdo ao grupo controle, pacientes com AT e individuos com DA
apresentam a imunoexpressdo significativamente aumentada dos marcadores
CD68, CD86, CD3, CD20 e CD56 na aorta (p < 0,05). Destaca-se, no entanto, que
nao foram observadas diferencas significantes quanto a imunoexpressao de

macrofagos M2 entre os grupos.
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Tabela 3. Imunoexpresséo de marcadores celulares entre grupos participantes do estudo.

Arterite de Doenca Doadores
Variaveis Takayasu aterosclerotica cadavéricos p
(n =22) (n=9) (n=8)
CD68 2,216 + 0,664 1,844 + 0,408 0,893 + 0,603 <0,0001*
CD86 0,663 + 0,376 0,775 £ 0,350 0,271+ 0,141 0,009*
1,671 1,364 1,278
CD206 0,273
(0,667-2,229) (1,279-1,729) (0,324-1,468)
0,943 0,930 0,462
CD3 0,033*
(0,562-1,749) (0,634-1,177) (0,153-0,784)
0,176 0,242 0,047
CD20 0,004*
(0,077-0,687) (0,202-0,299) (0,025-1,002)
0,305 0,283 0,072
CD56 0,016*

(0,139-0,637)

(0,134-0,454)

(0,002-0,268)

n — numero de pacientes; resultados apresentados na forma de mediana e intervalo

interquartil ou média e desvio padrdo; * - resultados estatisticamente significantes.

A analise post hoc foi realizada para avaliar diferencas na imunoexpresséao de

cada marcador entre cada grupo de pacientes com AT, pacientes com DA e doadores

cadaveéricos de transplante cardiaco (Figura 7). A imunoexpressao de CD68, CD86,

CD3, CD20 e CD56 na aorta foi semelhante entre pacientes com AT e pacientes com

DA, porém a imunoexpressao desses marcadores foi significativamente maior em

pacientes com AT e em pacientes com DA em relacdo aos doadores cadavéricos.

Nenhuma diferenca quanto a imunoexpressdo de CD206 foi observada entre os

grupos AT, DA e doadores cadavéricos de transplante cardiaco.
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Figura 7. Comparacdo entre 0os grupos quanto a imunoexpressdo de marcadores de
macroéfagos, linfécitos T, linfocitos B e células NK na aorta.

AT — arterite de Takayasu; DA — doenca aterosclerética. Barra transversal representa a média

para os marcadores CD68 e CD86, e a mediana para os marcadores CD206, CD3, CD20 e
CD56.
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6.4 Marcadores celulares na arterite de Takayasu

A quantificacdo da imunoexpresséo de marcadores celulares demonstrou que
macroéfagos sdo as células mais frequentemente observadas na aorta de pacientes
com AT, seguidos por linfécitos T, enquanto linfécitos B e células NK sdo menos

frequentemente observadas (Figura 8).
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Figura 8. Imunoexpressdo de marcadores celulares na aorta
de pacientes com arterite de Takayasu

Barras transversais expressam a mediana. Teste de Kruskal-
Walis com p < 0,0001. Linfécitos T sdo encontrados em maior
frequéncia em relacéo a linfécitos B (p = 0,0002) e a células NK (p
= 0,0001), mas nenhuma diferenca foi observada entre a
imunoexpressao de CD20 e CD56 (p = 0,404).

Em relacédo as subpopulacdes de macrofagos, os macrofagos M2 sdo mais
frequentemente encontrados em relagdo a macrofagos M1 (1,546 + 0,874 vs. 0,663

+ 0,376; p = 0,0001) na aorta de pacientes com AT (Figura 9).
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Figura 9. Comparacao entre subpopulac6es de macrofagos na

aorta de pacientes com arterite de Takayasu.

Barra transversal representa a média.

6.5 Localizacdo do infiltrado de macréfagos na aorta de pacientes com

arterite de Takayasu.

Os macrofagos foram encontrados em todas as camadas da parede da aorta

de pacientes com AT: intima, média e adventicia. Ndo houve diferenca significante

guanto a imunoexpressdo de marcadores de macréfagos nas diferentes camadas

da aorta, mas observamos que a mediana da imunoexpressdo dos marcadores

CD68, CD86 e CD206 foi ligeiramente superior na camada adventicia, em relacao

as camadas média e intima (Tabela 4 e Figura 10).

Tabela 4. Imunoexpressédo de marcadores de macrdfagos nas diferentes camadas da parede da

aorta de pacientes com arterite de Takayasu.

Variaveis intima Média Adventicia p
1,174 1,253 1,720
CD68 0,224
(0,963-1,316) (0,697-1,522) (1,129-2,776)
0,676 0,746 0,947
CD86 0,700
(0,223-0,980) (0,316-1,513) (0,358-1,353)
1,222 1,095 2,204
CD206 0,326

(0,658-1,918) (0,793-1,510) (1,107-2,454)

Resultados apresentados como mediana e intervalo interquartil.
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Barra transversal representa a mediana.
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6.6 Infiltrado inflamatério na parede da aorta e pardmetros clinicos e
histolégicos na arterite de Takayasu.

Pacientes com AT que apresentaram atividade de doencga, com base na
avaliacdo clinica, foram comparados aqueles considerados em remissao.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas em relacéo a atividade
de doenca e imunoexpressédo dos marcadores: CD68, CD86, CD206, CD3, CD20 e
CD56, na parede da aorta (Tabela 5).

Tabela 5. Infiltrado inflamatério na aorta e atividade clinica em pacientes com arterite de

Takayasu.
o Atividade clinica Remisséo
Variaveis p
(N=12) (N=10)
2,173 2,093
CD68 0,947
(1,612-2,917) (1,960-2,345)
0,427 0,721
CD86 0,181
(0,318-0,713) (0,462-1,149)
CD206 1,706 £ 0,916 1,350 + 0,828 0,379
0,914 1,003
CD3 0,598
(0,594-2,575) (0,427-1,547)
0,205 0,164
CD20 0,598
(0,093-0,912) (0,075-0,425)
CD56 0,416 + 0,272 0,362 + 0,303 0,665

Resultados apresentados como mediana e intervalo interquartil ou como média e desvio
padrdo. N — nimero de pacientes.

Na comparacao de diferentes marcadores celulares em pacientes com e sem
atividade histoldégica em aorta toracica e/ou abdominal na AT, observou-se maior
frequéncia de linfocitos T naqueles com infiltrado inflamatoério ativo na parede da
aorta, em comparacdo a pacientes com AT que apresentaram lesdes fibréticas
(Tabela 6 e Figura 11). Entretanto, ndo foram observadas diferencas quanto a

marcadores de macréfagos, linfécitos B ou de células NK.
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Tabela 6. Atividade histolégica e marcadores celulares em pacientes com arterite de Takayasu.

(0,133-0,377)

(0,172-0,773)

Atividade )
o ) o Remisséo
Variaveis histolégica p
(N=13)
(N=9)
CD68 2,428 + 0,588 2,068 + 0,696 0,220
CD86 0,756 + 0,454 0,593 + 0,308 0,339
CD206 1,778 £ 0,957 1,355+ 0,794 0,294
1,540 0,764
CD3 0,030*
(0,808-2,483) (0,392-1,255)
0,325 0,132
CD20 0,193
(0,109-1,152) (0,074-0,498)
0,202 0,474
CD56 0,133

Resultados apresentados como mediana e intervalo interquartil ou como média e desvio
padrdo; * - resultados estatisticamente significantes; N — nimero de pacientes.
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Figura 11. Linfécitos T e atividade histolégica na arterite de Takayasu.

Barra transversal representa a mediana.

Os pacientes com AT foram divididos em dois grupos, de acordo com a
presenca ou auséncia de lesdes ateroscleroticas concomitantes, com a finalidade de
avaliar a influéncia desse achado sobre a imunoexpressédo dos marcadores: CD68,
CD3, CD20, CD56, CD86 e CD206 na parede arterial. Entretanto, ndo houve
diferencas significativas quanto aos marcadores estudados entre pacientes com AT

com e sem lesdes aterosclerdticas na parede da aorta, observamos apenas uma
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tendéncia a maior imunoexpressao de CD206 em pacientes com AT que

apresentavam les@es ateroscleroticas (Tabela 10).

Tabela 7. Marcadores celulares e lesGes aterosclerdticas em pacientes com arterite de Takayasu.

Aterosclerose

Aterosclerose

Variaveis presente ausente p
(N=6) (N=16)
CD68 2,545 + 0,558 2,092 £ 0,674 0,159
0,949 0,492
CD86 0,484
(0,240-1,158) (0,374-0,713)
1,922 1,081
CD206 0,070
(1,845-2,146) (0,536-2,116)
1,012 0,820
CD3 0,712
(0,752-1,845) (0,500-2,105)
0,164 0,205
CD20 0,883
(0,098-0,564) (0,077-0,773)
0,368 0,291
CD56 0,555

(0,102-0,518)

(0,152-0,699)

Resultados apresentados como mediana e intervalo interquartil ou como média e desvio
padrdo; N — nimero de pacientes.

6.7 Influéncia da terapia com prednisona e a imunoexpressao de cada
marcador celular na parede da aortade pacientes com arterite de Takayasu.

Os pacientes com AT foram divididos em dois grupos, de acordo com o uso de
prednisona, com a finalidade de avaliar a influéncia dessa medicacdo na
imunoexpressdao dos marcadores: CD68, CD3, CD20, CD56, CD86 e CD206 na
parede da aorta. Foi observada imunoexpressao significativamente menor de CD3 na
aorta de pacientes em uso de prednisona. Nao houve diferencas significantes quanto
ao uso de prednisona e a imunoexpressao de outros marcadores celulares na parede
da aorta (Tabela 8 e Figura 12). Entretanto, a ndo houve correlagéo entre dose diaria
de prednisona e a imunoexpressdo de CD3 na aorta de pacientes com AT (rho =
0,196; p = 0,642).
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Tabela 8. Terapia com prednisona e marcadores celulares na aorta de pacientes com arterite de

Takayasu.
o Prednisona Sem prednisona
Variaveis P
(N=9) (N=13)
CD68 2,108 £ 0,756 2,290 £ 0,614 0,542
CD86 0,660 + 0,401 0,664 + 0,376 0,983
CD206 1,382 + 0,822 1,654 + 0,926 0,510
0,470 1,211
CD3 0,035*
(0,303-1,306) (0,714-2,483)
0,132 0,352
CD20 0,117
(0,065-0,289) (0,097-1,113)
CD56 0,392 + 0,314 0,391 + 0,269 0,990

Resultados apresentados como mediana e intervalo interquartii ou como média e desvio

padrdo; * - resultados estatisticamente significantes; N — nimero de pacientes.

4- p = 0,035
™
(@] 34 u
O ]
1) |
© Em
z% 2+
[9)]
O oo "
< 11 o® "y
1] Hgm
0 t:.
Uso de prednisona  Sem prednisona

Figura 12. Influéncia da prednisona naimunoexpressao de
CD3 na aorta de pacientes com arterite de Takayasu.

Barra transversal representa a mediana.
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Nesse estudo, observamos que pacientes com AT e individuos com DA
apresentam frequéncia aumentada de macrofagos, especialmente a subpopulagéo
M1, de linfécitos T, linfécitos B e de células NK na aorta, em relacdo a doadores
cadavéricos de transplante cardiaco. Macrofagos M2 sao a Unica subpopulagédo que
apresentam imunoexpressao semelhante de seu marcador CD206 entre pacientes
com AT, pacientes com DA e controles. Entre pacientes com AT, o macréfago é a
célula mais frequentemente encontrada na aorta, seguidos por linfocitos T, linfécitos
B e células NK. A imunoexpressdo do marcador CD206 de macréfagos M2 é
significativamente maior em pacientes com AT, em relacdo ao marcador CD86 de
macréfagos M1. Macréfagos e suas subpopulacdes sdo encontradas em todas as
camadas da aorta e apesar da mediana da imunoexpressédo dos marcadores CD68,
CD86 e CD206 ter sido maior na adventicia, essa diferenca ndo foi significante.
LesOes ateroscleroticas na aorta levam a uma tendéncia a maior imunoexpresséao de
macrofagos M2 na aorta em comparacdo a pacientes com AT que ndo apresentam
lesbes ateroscleroticas concomitantes. Atividade histologica da doenca e uso de
prednisona influenciam a frequéncia de linfocitos T na parede da aorta de pacientes
com AT, mas néo influenciam a imunoexpressao de marcadores de macrofagos.

A escolha de dois grupos controles no estudo se deve ao fato de poder
comparar a imunoexpressao de marcadores na AT com uma doenca de carater
inflamatorio (83), ou seja, a DA e com individuos doadores de transplante cardiaco,
sem evidéncias de doenca da aorta. Além disso, a inclusdo apenas de amostras da
aorta toracica e ou abdominal nos grupos avaliados nesse estudo, excluindo outros
leitos arteriais, teve o objetivo de tornar a avaliacdo da imunoexpressdo de cada
marcador celular mais homogénea, pois cada leito arterial apresenta caracteristicas
préprias com diversas respostas observadas ao mesmo estimulo (84). Mesmo na
aorta toracica e abdominal, apesar de serem artérias elasticas e com estruturas
relativamente semelhantes, elas apresentam diferencas quanto a origem embrionéria,
propriedades bioquimicas e doencas que as afetam (85).

Conforme esperado e devido a natureza inflamatoria da AT e da DA, a
imunoexpressdo dos marcadores CD68, CD86, CD3, CD20 e CD56 foi
significativamente maior em pacientes com AT e em pacientes com DA em relacéo a
doadores cadavéricos de transplante cardiaco, porém o marcador CD206 de
macrofagos M2 teve imunoexpressdo semelhante na aorta de individuos dos trés

grupos. Macrofagos residentes em artérias normais sdo observados principalmente
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na adventicia e tém origem de precursores embrionarios

CX3CR1" e de mondcitos, apenas imediatamente ap0s o nascimento, sendo auto
renovaveis ao longo da vida (86).

Contudo, esses achados podem sinalizar que macréfagos residentes em aorta
de controle sem doenca inflamatéria expressam CD206 ou sinalizam a presenca de
algum estimulo alhures para transformacao de fenétipo MO para M2 em individuo
doador de transplante cardiaco, em morte encefélica por outra causa, que nao a
inflamagé&o arterial.

Nesse estudo, macréfagos e linfocitos T foram as células mais frequentemente
encontradas na aorta de pacientes com AT, em comparacgéao a linfocitos B e células
NK. Tais achados sinalizam a importancia de ambas as células para a fisiopatologia
da AT que se caracteriza por vasculite crénica e granulomatosa, com linfocitos T CD4*
iniciando e mantendo a inflamacdo granulomatosa e a formacéao de células gigantes
multinucleadas, com a produgéo local de interferon (IFN)y pelo fenétipo Th1 (87). De
fato, células mononucleares do sangue periférico de pacientes com AT produzem
maiores niveis de IFNy quando estimuladas in vitro, em comparacdo a controles
saudaveis e a pacientes com arterite de células gigante. Além disso, linfocitos T CD4*
isolados de células mononucleares de sangue periférico de controles e em cultura,
guando exposto ao soro de pacientes com AT em atividade, apresentam maior
frequéncia de células que expressam IFNy em comparacdo aos linfécitos T CD4*
expostos ao soro de pacientes com AT em remissao. Forte imunoexpressao de IFNy
€ observada no infiltrado inflamatério da aorta de pacientes com AT (37). Essas
evidéncias falam a favor do perfil Th1l entre linfécitos T CD4* infiltrando a parede da
artéria de pacientes com AT, o que nos levou a levantar a hipotese de que o fenétipo
de macréfago predominantemente encontrado na aorta de pacientes com AT seria o
fendtipo M1, pois os fenétipos M1/M2 de macréfagos sdo espelho dos fendtipos
Th1/Th2 de linfécitos T CD4* (88).

O achado do predominio de macréfagos M2 em relagcdo ao M1 na aorta de
pacientes com AT foi uma grande surpresa nesse estudo, pela expectativa gerada de
encontrar macrofagos, com as evidéncias de participagdo do perfil Thl de resposta
imune na fisiopatologia da AT e pelo fato da reposta Th2 ser menos relevante para a
fisiopatologia da doencga (18). Entretanto, marcadores fenotipicos de macréfagos M2

predominam em tecidos de envolvidos pelo processo inflamatério de diferentes
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vasculites sistémicas incluindo arterite de células gigantes, vasculite por IgA e na

inflamacdo granulomatosa de vias aéreas de pacientes com granulomatose com
poliangiite (78,81,89,90), apesar de grandes diferencas na fisiopatologia dessas
vasculites sistémicas. Além disso, a forma soltvel de CD163, receptor scavenger de
macrofagos M2, se mostrou marcador de atividade de doenga na arterite de células
gigantes e na glomerulonefrite de vasculites associadas ao ANCA (79,91). A resposta
Th2 estd bem caracterizada em pacientes com granulomatose com poliangiite, com
um aumento na imunoexpressao do fator de transcricdo GATA-3, em relacéo ao Thet
(81) e na arterite de células gigantes, ha alta frequéncia de linfocitos B na parede da
artéria de pacientes com envolvimento de grandes vasos, em comparacao a pacientes
com o fenatipo craniano (92). Porém, na AT ndo ha evidéncias de imunoexpressao de
GATA-3 ou de citocinas envolvidas na resposta Th2 na parede da aorta, incluindo IL-
4 e 1L13, como um possivel espelho da presenca de macréfagos M2; ha apenas
evidéncia de aumento de plasmablastos recém-formados em sangue periféricos, em
pacientes com doenca ativa (44).

Na AT, o processo inflamatdrio se inicia na adventicia com a chegada de
células inflamatdrias via vasa vasorum e se dissemina para todas as camadas da
artéria (28). Por isso, avaliamos se haveria predominio, em alguma das camadas da
aorta, da imunoexpressdo do marcador pan-macrofagico CD68 e dos marcadores
CD86 e CD206 para macrofagos M1 e M2, respectivamente. Esse foi o primeiro
estudo que avaliou a distribuicdo de subpopulacfes de macrofagos nas diferentes
camadas da aorta de pacientes com AT. Para todos os marcadores, especialmente
para o CD206, a mediana da imunoexpressao foi maior na adventicia em relacdo a
média e a intima, porém sem significancia estatistica, o que fala a favor de que nossos
pacientes apresentaram maior tempo de processo inflamatério, ja com distribuicdo de
macrofagos por todas as camadas da aorta. Apesar da percepcdo de maior
imunoexpressao de marcadores de macréfagos na adventicia, a falta de diferencas
significantes em relacdo a média e a intima, pode ter sido causada pelo método
escolhido para a quantificacdo da imunoexpressao de cada marcador ou ser fruto do
pegueno numero de artérias avaliadas para esse fim, apenas cinco a seis aortas foram
elegiveis para tal avaliacéo, por apresentarem distin¢cao clara das trés camadas.

LesOes aterosclerdticas sdo comumente observadas em artérias de pacientes

com AT, especialmente na aorta toracica e em carotidas, e tais lesées ateroscleréticas
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habitualmente se desenvolvem em sitios previamente afetados pelo processo

vasculitico (93). Na AT, a aterosclerose acelerada € atribuida & associagdo de fatores
de risco tradicionais para doenga coronariana e ao processo inflamatério da parede
arterial (94,95). Em nosso estudo, a aorta de 27,3% dos pacientes com AT
apresentaram lesdes ateroscleréticas concomitantes, o que nos levou a avaliar se a
presenca de lesBes ateroscleréticas exercia alguma influéncia sobre a
imunoexpressdo de marcadores de macréfagos. Observamos a presenca de
aterosclerose concomitante ndo teve influéncia sobre a imunoexpressdo de
marcadores macrofagicos na aorta de pacientes com AT, sendo observada apenas
uma tendéncia a maior imunoexpresséo do marcador CD206 de macrofagos M2 em
pacientes com AT que apresentaram lesdes ateroscleroticas, em comparacao aqueles
sem lesdes aterosclerodticas na aorta. Na doenca aterosclerética tradicional, ambas as
subpopulacdes de macréfagos M1 e M2 sdo encontradas. Macrofagos M2 sao
observados em regides mais estaveis das lesGes ateroscleréticas, enquanto
macrofagos M1 se associam a progressao da lesdo e a eventos cardiovasculares (96).
De fato, eventos isquémicos na AT envolvem mais frequentemente a circulacéo
cerebral e de coronarias (94), mas nossos achados de tendéncia a maior
imunoexpressdao de marcador M2 na aorta de pacientes com AT ndo permitem
concluir se tais lesGes ateroscleroticas de aorta tendem a maior estabilidade ou né&o.

Nesse estudo, atividade de doenca com base na avaliacéo clinica, ndo teve
associacao com o processo inflamatorio ativo na parede da aorta. Essa dissociacéo
entre inflamacéo sistémica e inflamacdo na parede do vaso € bem conhecida na
literatura, sendo comum na AT a persisténcia da inflamacao vascular, mesmo apés a
supressédo da atividade de doenca clinicamente perceptivel (97). Inflamacao arterial
ativa € observada em 44% dos pacientes com AT submetidos a cirurgia de
revascularizacdo, quando considerados em remissao da doenca (4). Outro motivo
para a discrepancia entre atividade clinica e histolégica observada em nosso estudo
€ a localizacédo do processo inflamatério, que em pacientes com atividade clinica, o
infiltrado inflamatdrio pode ser localizado em outra artéria que nédo a aorta. Nenhum
marcador avaliado nesse estudo apresentou maior imunoexpressdo em pacientes
com atividade clinica da doenca.

A andlise da associacdo entre a imunoexpressao de marcadores celulares na

aorta e atividade histolégica na AT demonstrou maior imunoexpressdo de CD3,
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marcador pan-T, em pacientes com inflamacdo ativa na parede da aorta em
comparacao aqueles sem lesBes inflamatérias ativas na aorta, enquanto nenhuma
diferenca significante foi observada para os outros marcadores, inclusive de
macroéfagos. Esse achado denota a importancia do linfécito T na patogénese da AT, o
que ja foi demonstrado em outro estudo, com aproximadamente 30% das células no
infiltrado inflamatério compostas por linfécitos T CD4* e CD8* em artérias de pacientes
com AT (32) e, de fato, linfécitos T tém a tarefa de orquestrar o processo inflamatorio
e de atuar como células efetoras na parede arterial (18). Entretanto, ndo ha estudos
demonstrando quais subpopulacdes de linfécitos T CD4* predominam na parede da
aorta de pacientes com AT. Outros marcadores de macréfagos, macréfagos M1 e M2,
linfocitos B e de células NK néo apresentaram relagdes significantes com inflamacao
ativa na parede da aorta de pacientes com AT, o0 que poderia ser esperado para
macrofagos, devido a seu papel importante tanto no processo inflamatério ativo,
guanto no processo de reparacao e cicatrizacao (63).

A maioria dos pacientes com AT incluidos no estudo estavam sem tratamento
imunossupressor e/ou com agente bioldgico. Além disso, a mediana da dose diaria de
prednisona foi relativamente baixa, o que permite uma avaliacdo mais fidedigna do
infiltrado inflamatorio na parede arterial de pacientes com AT, com menor influéncia
da terapia. Portanto, pelo pequeno numero de pacientes em tratamento, foi possivel
apenas a influéncia da prednisona sobre os grupos celulares avaliados na aorta de
pacientes com AT. A prednisona afeta seletivamente a populacdo de células CD3",
mas sem alteracdes significativas em células CD68*, CD20*, CD56*, CD86" e
CD206"*. Esses achados vao contra a expectativa de influéncia esperada do
glicocorticoide na diferenciacdo de macrofagos M2, principalmente a subpopulacao
M2c, cujo fendtipo é induzido pela exposicao de macrofagos a glicocorticoides, a IL-
10 e ao TGFB (70). Em vasculites associadas ao ANCA, o uso de prednisona se
associou ao aumento da imunoexpressao de células CD68*, CD86* e CD163*, mas
imunossupressores levaram ao aumento da imunoexpressdo do CD163 em vias
aéreas superiores de pacientes com granulomatose com poliangiite (81). Em outro
estudo, o soro de pacientes com vasculites associadas ao ANCA, induziu o fenétipo
M2c in vitro, em cultura de macréfagos de doadores saudaveis, entretanto, esse
achado foi independente do uso de prednisona (80).

O efeito da prednisona sobre subpopulacdes de linfocitos T CD4* efetores é

bem conhecido em pacientes com vasculites de grandes vasos. Na arterite de células
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gigantes, o uso de prednisona esta associado a supressao de células T CD4* Th17
em artérias temporais superficiais, com persisténcia de células T CD4* Thl (98). Na
AT, dois estudos abordaram este topico e apresentaram resultados opostos. A
producdo in vitro de citocinas ligadas a resposta Thl & menor em células
mononucleares de pacientes com AT tratados com prednisona em relacdo aqueles
sem nenhum tratamento com prednisona, enquanto nenhuma diferenca foi observada
em relacdo a producdo de citocinas ligadas a resposta Thl (37). Contudo, o efeito do
glicocorticoide in vivo foi diferente em outro estudo, onde observou-se que pacientes
com AT em uso de prednisona apresentaram menores niveis circulantes de citocinas
ligadas a resposta Th1l7 em relacdo aqueles sem tratamento com glicocorticoides,
enquanto nenhum efeito foi observado com o uso de prednisona em relacdo a
concentragéo sérica de citocinas ligadas a resposta Thl (39).

Apesar da imunoexpressao dos marcadores de linfocitos B e de células NK ter
sido significativamente maior na AT e na DA em relacdo a controles, esses dois tipos
celulares foram os menos observados em artérias de pacientes com AT, em relagéo
a macrofagos e a linfocitos T. Além disso, nenhuma associagao foi observada entre
linfocitos B ou células NK com atividade clinica ou histolégica de doenca, com
aterosclerose concomitante ou com uso de prednisona na AT. Tais achados podem
indicar menor relevancia dessas células na patogénese da doenca.

A imunoexpressdo de marcadores de linfocitos B e de células NK em infiltrado
inflamatorio de artérias de pacientes com AT ja foi descrita por outros autores na
literatura (30,99). Linfocitos B s&o células efetoras da imunidade adaptativa que
expressam imunoglobulinas de superficie, de forma clonal, que tém o objetivo de
reconhecer e a presentar antigenos especificos. Além disso, linfécitos B produzem
citocinas pro e anti-inflamatérias e se diferenciam em células secretoras de anticorpos
como plasmablastos e plasmécitos de longa vida (100). Os linfécitos B ndo séo
abundantes na aorta de pacientes com AT, como observado na arterite de células
gigantes, mas ha autores que admitem que ha um papel da resposta humoral na
patogenia da AT (30,92). As evidéncias da producdo de auto anticorpos anti células
endoteliais, anticorpos anticardiolipina, antiferritina e antiaorta em pacientes com AT
falam a favor de ativagdo humoral na AT (40). Além disso, o numero aumentado de
plasmablastos recém-formados na AT em atividade e a resposta de alguns pacientes
com AT ao tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD20, em série de casos,

apontam para alguma participacdo das células B na patogénese da AT (44).
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As células NK tém importante funcdo como linfécitos efetores da imunidade
inata, com atividade antiviral e antineoplasica. Essas células produzem grandes
quantidades de IFNy e tém a capacidade de destruir células alvo (101). Embora o
marcador CD56 de células NK ter apresentado baixa imunoexpressdo em aorta de
pacientes com AT em nosso estudo, um estudo prévio de Seko et al descreveu
infiltrado inflamat6rio na parede da artéria de pacientes com AT composto
principalmente por linfécitos T yd, células NK, macrofagos, linfocitos T citotdxicos e
auxiliares. As células citotoxicas, especialmente células NK, produziam grande
guantidade de perforina, juntamente com linfcitos T citotoxicos e linfécitos T y9,
direcionada a células vasculares, causando potencial dano a parede arterial (32).

As principais limitagdes do estudo incluem grupo controle com idade superior a
de pacientes com AT, a falta de informacgdes sobre reagentes fase aguda de alguns
pacientes e 0 uso de terapia para a AT por alguns pacientes. A idade mais avancada
do grupo controle, ou seja, de individuos aparentemente saudaveis e doadores de
transplante cardiaco, pode estar associada ao maior numero de co-morbidades e até
a aterosclerose subclinica, o que aumentaria a chance da presenca de células
inflamatorias na aorta. A ndo avaliacdo de neutrdfilos também pode ser considerada
outra limitacdo do estudo, pois apesar da inflamag¢do granulomatosa da AT ser
considerada crénica, neutréfilos também foram observados na parede da aorta de
pacientes com AT (dados néo relatados), o que indica provavel papel relevante de
neutrofilos na AT. Além disso, neutréfilos expressam marcadores observados em
macrofagos M1, como é6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e o CD86 (102,103). A
avaliacdo da correlacéo entre a imunoexpressao de marcadores celulares na aorta e
reagentes de fase aguda (VHS e PCR) foi prejudicada, pela falta de informacdes sobre
essas variaveis na AT, especialmente em pacientes submetidos ao procedimento
cirargico em outros servicos. Alguns pacientes aparentemente em remissao, foram
avaliados no estudo, porém ja estavam em uso de terapia imunossupressora ou de
agentes imunobiolégicos, resultando em possivel influéncia na imunoexpressao das

células mensuradas.
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Conclusao

Os resultados obtidos nesse estudo descrevem o perfil de macrofagos na aorta

de pacientes com AT. Diante disso, 0s principais resultados observados foram:

e A quantificagdo da imunoexpressdo de marcadores celulares demonstrou que
pacientes com AT e aqueles com DA apresentam maior imunoexpressao de
marcadores de macrofagos, macrofagos M1, linfécitos T, linfocitos B e células NK
em relacdo aos doadores cadavéricos de transplante cardiaco. Mas, a
imunoexpressao do CD206, marcador de macrofagos M2 foi semelhante nos trés

grupos avaliados.

e Na aorta de pacientes com AT, observa-se maior imunoexpressdo do CD206,
marcador de macrofagos M2, em comparacdo a imunoexpressdo de CD86,
marcador de macrofagos M1. Porém, o marcador do macrofago M1 tem maior
imunoexpressdo na aorta de pacientes com AT em relacdo a doadores

cadaveéricos de transplante cardiaco.

e Macréfagos foram observados em todas as camadas da parede da aorta de
pacientes com AT: intima, média e adventicia. Nao houve diferenca significante
guanto a imunoexpressao de marcadores de macrofagos nas diferentes camadas,
mas observamos que a mediana da imunoexpressdo dos marcadores CDG68,
CD86 e CD206 foi ligeiramente superior na camada adventicia, em relacdo as

camadas média e intima.

e A presenca de doenca aterosclerética concomitante na aorta de pacientes com
AT néo influenciou, de forma significativa, a imunoexpressao de marcadores de

macréfagos e suas subpopulagdes, linfocitos T, linfécitos B e células NK.

e Atividade clinica de doenca na AT também nao influenciou, de forma significativa,
a imunoexpressao de marcadores de macrofagos e suas subpopulacoes,

linfécitos T, linfocitos B e células NK.

e A presenca de infiltrado inflamatorio ativo, ou seja, atividade histolégica na aorta
de pacientes com AT, foi associada a maior imunoexpressao do marcador CD3
de linfécitos T na parede da aorta, mas nao influenciou marcadores de macrofagos

e de seus subtipos.
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Conclusao

e A terapia com prednisona levou a reducdo, de forma significativa, da
imunoexpressdo do marcador CD3* de linfocitos T na parede da aorta de
pacientes com AT, mas nao influenciou marcadores de macrofagos e de seus

subtipos.
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Anexo 1 — Critérios de Ishikawa modificados por Sharma (8)

Critérios

Definicio

Critérios major

1. Lesdo na porcio média da artéria
subclavia esquerda

A estenose ou oclusido mais severa surge na porcio média da distancia
compresndida entre o ponto sitnado a 1 cm proximalmente em relacfo
ao orificio da artéria vertebral até ao ponto situado a 3 em distalmente
em relacfo ao orificio determinado pela angiografia

2. Les#io na porcio média da artéria
subclavia direita

A estenose ou oclusfo mais severa surge na porcio média da distancia
compreendida entre o orificio da artéria vertebral direita até ao ponto
situado a 3 cm distalmente em relacio ao orificio determinado pela =
angiografia

3. Sinais e sintomas caracteristicos
com pelo menos um més de duracio

Estes incluem claudicacio dos membros, auséncia de pulso ou diferenca
entre pulsos. tensdo arterial ndo mensuravel ou com uma diferenca

= a 10 mmHg na sistolica . febre. cervicalgia. amaurose transitoria.
visfo turva. sincope, dispneia ou palpitacées

Critérios minor

1. Velocidade de sedunentacéo elevada

VS persistentemente elevada e de forma inexplicada (> 20 mm/h)
na altura do diagndstico ou presenca da evidéncia na histdria do doente

2. Artéria carotida sensivel a palpacio

Sensibilidade a palpagfio das arteras, uni ou bilateralmente. Sensibilidade
dos mmisculos do pescoco ndo ¢ acetavel

3. Hipertenséo

Tenséo arterial persistentemente = 140/mmHg na braquial
ou = 160/90 mmHg na poplitea

4. Regurgitacio adrtica ou ectasia
anuloadrtica

Por auscultaciio ou ecocardiograma com doppler ou angiografia
Por angiografia ou ecocardiograma bidimensional

3. Lesdo da artéria pulmonar

Oclusédo ou equivalente da artéria lobar ou segmentar determinada por
angiografia ou cintigrafia de perfusdo. ou presenca de estenose. aneurisma.
wregularidade luminal ou gqualgquer combinacio no tronco pulmonar ou
numa ou ambas as artérias pulmonares determinada por angiografia

6. Lesdo na porcio média da artéria
carotidea primitiva esquerda

Presenca de estenose ou oclusdo mais severa na por¢do média dos 5 cm
de comprimento compreendidos entre o ponto situado 2 cm distalmente
em relacfio ao orificio determinado por angiografia

7. Lesdo do tronco braquiocefalico distal

Presenca da estenose ou oclusfio mais severa no tergo distal determinada
por angiografia

8. Lesdo da artéria toracica descendente

Estreitamento, dilatacdo ou aneurisma, irregularidade luminal ou qual-
quer combinacio determinada por angiografia; tortuosidade sozinha néo é
aceitavel

9. Lesao da aorta abdominal

Estreitamento, dilatacdo ou ansurisma, wrregularidade luminal
ou combinacdo com aneurisma

10. Lesdo de artéria coronaria

Documentada na angiografia em individuos com menos de 30 anos na
auséncia de factores de risco como hiperlipidemia ou diabetes mellitus

Para o diagnéstico de

arterite de Takayasu s80 necessarios 2 critérios major

ou 1 critério major e 2 minor ou 4 critérios minor.
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Anexo 2 — Parecer consubstanciado do CEP

e . UNIVERSIDADE FEDERAL DE
lllll;lllll SAQO PAULO - HOSPITAL SAQ ‘agnﬂ
ALEREANLLL . PAULO UNIFESP-HSP

PARFCER CONSLIESTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio do infiltrado de macrdfagoes na parede arterial de pacientes com arterite de

Takayasu
Pesquisador: Jofo Paulo dos Santos
Area Tematica:
Versio: 3

CAAE: 49602615.3.0000.5505
Instituigdo Proponente: Insttuto Paulista de Reumatologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1373135

Apresentacio do Projeto:

CEP UNIFESP:1210/2015

Estudo transversal para analisar espécimes de artérias de pacientes com arterite de Takayasu e controles
com doenca aterosclerdtica & sem arteriopatia.

Serd realizado um estudo transversal utilizando a teonica de imunohistoguimica para

avaliar o infiltrado de linfocitos T ¢ linfdcitos B, ctlulas MK ¢ de macréfages M1 ¢ M2 na parcde de artérias
de pacientes com AT previamente

submetidos & cirurgia de revascularizacio ou que faleceram e foram submetidos & necropsia. Como arupo
controle, serdo utiizados individuas

submetidos & cirurgia de revascularizagio por doenga aterosclerdtica e controles submetidos a autopsia
devido ao obito por outra causa gque nao AT

ou doanga aterosclardtica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario;

Avaliar qual o fendtipo de macréfagos M1/M2 predomina no infiltrado inflamatério da parede anerial de
pacientes com AT,

Objetivo Secundario:

Endereypo:  Rua Bobecale, 5TZ 19 Andan Cong. 14

Bairro: WVILA CLEMENTING CEP: 04.023-061
UF: 5P Municipia: 540 PAULD
Telefone: (198871-1082 Faoe:  {11)5536-7162 E-mail: secretaris. cepunife sp@omail com
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N UNIVERSIDADE FEDERAL DE
TONSTI 540 PAULO - HOSPITAL SAO %"“;ﬂ i
JLENS WEEELY
e e PAULO UNIFESP-HSP

Confinuagiado Parecar. 1.373.138

Descrever a localizagio do infiltrado de macrafagos na parede arterial em pacientes com AT,

Analisar associagbes entre o infitrado de macréfagos e de linfécitos T, linfbcitos B e células MK na parede
arterial.

Comparar o infitrado de macrafagos M1/M2 na parede arterial de pacientes com AT ao observado am
doanga aterosclerdtica e em individuos que

ndo apresentam AT ou aterosdemnmse,

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos;

M&o ha.

Beneficios:

Melhor conhecimento sobre a fisiopatologia da doenga.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa retrospectiva a ser realizada com amastras bioldgicas emblocadas em parafina, arguivadas no
Departamento de Patologia da UNIFESP

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Apresentados os documentos obrigatorios

Recomendagbes:

Incluir o nome do pesquisador principal também no TCLE

Conclusdes ouw Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O pesquisador apresentou de forma adeguada, respostas aos guestionamentos emitidos como pendéncias:

Pendéncia 1- Pesgquisador apresentou carta de concordanda do chefe do Departamento de Patologia para o
uso das amostras nesta pesquisa. No entanto, observamos que o mesmo faz parte da equipe de pesguisa,
configurando conflito de interesses. Apresentar outra carta assinada por outro representante do
Departamanto,

Resposta: Incluimos carta de concordancia assinada pela vice-chefe do Departamento de Patologia (Profa.
Dra. Thais Heinke) a qual ndo participara do estudo.
Analise: pendéncia atendida

Enderego: Rua Botscatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro:  WVILA CLEMENTING CEP: 04 023-081

UF: 5P Municipio:  SA0 PALLD

Telefone: (11)5571-1082 Farc: (11)5536-T162 E-mail: secretaria cepunifespfEgmailcom
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UNIFESP

. NUEST, UNIVERSIDADE FEDERAL DE

lituguii;  SAO PAULO - HOSPITAL SAO “QREIaA o™
P e PAULO UNIFESP-HSP

Conrnuagiodao Pamosr 1373 136

FPendéncia 2 - A utilizagio de material armazenado no Departamento de Patologia, seja obtido de
procedimento cirdrgico ou de autopsia, implica na ebtengio de autonzacio do paciente para uso do material
na pesquisa, ou justificativa da impossibilidade de contate com o paciente para cbtencio do TCLE.
Apresenta TCLEs para amostras coletadas de procedimento cirdrgico @ gue podem estar ainda em
acompanhameanto no hospital, Apresantar TCLE para uso do matenal de autopsia (dirigido ao familiar) ou
justificativa da impossibilidade de obtengio do TCLE. Lembramos que a carta apresentada, do

Departamente de Patologia, & para o uso de amostras coletadas até 20085,

Resposta; Elaboramos dois TCLEs, um para assinatura de familiares de pacientes falecidos e submetidos a
autopsia e outro para pacientes ainda em acompanhamento submetidos aoc procedimento cirdrgico (anexos
no projeto de pesquisa). Para os casos de impossibilidade de obtengfo do TCLE, elaboramos um
documento de justificativa da dispensa do TCLE.

Andlise: Pendéncia atendida com recomend agio- incluir o nome do pesquisador principal também no TCLE

Consideragbes Finais a critério do CEP:

CEP - nfo consta da lista de documentos, o8 pareceres anteriores.

O CEP informa que a parir desta data de aprovagéio, @ necessaric o envio de relatdrios semestrais (no caso
de estudos pertencentes 3 Area temética especial) e anuais (em todas as outras situagies). E também
obrigataria, a apresentacio do relatorio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:;

Tipo Docume nto Amuivo Postagem Autor Situagdo
Informagties Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P [ 20112018 Aceito
do Projeto ROJETO 5876544, pdf 204504
Outros Carta_de_concordancia_2.pdf 30112015 | Jodo Paulo dos Aceito
20:43:24 Santos

Qutros Projete_Macrofages_Takayasu _CEP3d | 30/11/2015 |Jeéo Paulo dos Aceito
OCX 20:38:08  [Santos

Qutros Carta_Resposta_CEPZ.doc 31 1/2015 |Jodo Paulo dos Aceito
20:36:54 Santos

Qutros DISPENSA_DO_TCLE. pdf 30/1 172015 |Jedo Paulo dos Aceito
20:35:21  |Santos

Endemgo: Rua Botucatu, 572 1° Anda Conj. 14

Baima: WVILA CLEMENTING CEP: (04023081
UF: 5P Municipie: SAD PALLD
Telefone: (11}5571-1082 Faox: {11)5538-7T162 E-mall: seorstariacepunifesp@gmal.com
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Confinuazho do Parscsr: 1373136

Qg

Outros TCLE_Controles.doc 272015 |Jodoe Paulo dos Aceito
12:14:08 | Santos
Qutros TCLE_pacientes.doc 272015 | Jodo Paulo dos Aceito
12:13:18 | Santos
Qutros Projeto_Macrofagos_Takayasu_CEP2d | 2712015 |Jodo Paule dos Aceito
oo 12:12:25 Santos
Outros carta_concordancia, pdf 272015 |Jode Paulo dos Aceto
12:08:53  [Santos
Cutros carta_resposta_pdf. pdf 27102015 | Jodo Paulo dos Aceito
12:09:19 | Santos
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 08/08/2015 | Jodo Paulo dos Aceito
159:57:48 Santos
Projeto Detalhade /| Projeto_Macrofagos_Takayasu_CEP.do | 08/08/2015 |Jodo Paulo dos Aceito
Erochura o 103712 | Santos
Inwestigador

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

MEo

Endarego:

SAD PAULO, 17 de Dezembro de 2015

Fua Botucat, 572 1° Andar Conj. 14

Balmro: VILA CLEMENTING

UF: SP
Telelone:

{I15571-1082

Municiplo: SA0 PAULO
Fax

{11}5539-T182

Assinado por:

(Coordenador)

CEP: 04.003-081

E-mail:

Migue| Roberto Jorge

sacrelana capuniles pEgmail com
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Anexo 3 — Comisséo Cientifica - INCOR

MEMO 0074/14

S350 Poulo, 05 de cbxi de 2016,

AD
Prof. D, Alexandre Wagner 5. de Scuza

A Comissac Cientifica do Institute do Coragdo, tomov ciéncia oo oblenglo de
10 aspécimes de aorla tordcica proxdmal de pocientss submelicdos & ciugic de
revascudorzagdo mioccdrcica. disponivels em biocos de porafina no setor de
Patoclogio do mCor FMUSP. Os mesmos sa2rdo ulil2o0os no prosio oo pesquba
*AvalcgSo do Infilrado de Macréfagos na Parede Arterial de Pacienies com Arterite
de Takayasu” que serd ulilizado como tese de mestrodo do ouno Jobo Pauo dos
Santos. e cevelvidos apds seu uso, ao labaraténo de Palologic do INCOR,
Este projeto ancontra-se devidamenie aprovade peic Comité de Elica em Pesquisa
do Universdade Federal de S30 Poulo — Hospital S80 Poulo UNIFESP - HSP, CAAE
49402415.3.00005505, sob o paracer 1 .373.134. redotoria em 17/ 12/201 5,

Alencicsamentea.

Prof. Dr.

do InCor ~*HCFMUSF
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Anexo 4 — Termos de consentimento livre e esclarecido de pacientes

AVALIACAO DO INFILTRADO DE MACROFAGOS NA PAREDE ARTERIAL DE
PACIENTES COM ARTERITE DE TAKAYASU

Nome do (a) paciente:

Registro hospitalar:

Este é um trabalho de pesquisa cientifica. Vocé deve ler atentamente esse
termo e assinar, ou ndo, segundo seu julgamento a fim de participar do projeto. Damos
a seguir todos os esclarecimentos sobre o referido estudo e pedimos sua atencéo e
cuidado na leitura para que nao fique qualquer davida. Solicitamos que faca todas as

perguntas que achar necessario para seu total entendimento.

A arterite de Takayasu é uma vasculite que leva a inflamacdo de grandes
artérias (por exemplo: aorta e carotidas) e manifesta por pulsos diminuidos ou
ausentes nos bracos e nas pernas, pressao arterial maior em um braco do que no
outro e sintomas de ma circulacao, tais como dores musculares com o esfor¢o ou até
derrame, quando as artérias cerebrais estao fechadas. Ao longo do tempo, a arterite
de Takayasu pode levar a formacdo de cicatrizes, estreitamentos e dilatacbes
anormais nas artérias inflamadas. Embora a causa da arterite de Takayasu seja
desconhecida, acredita-se que nossas defesas, ou seja nhosso sistema imunoldgico,
ataque as proprias células do organismo, nesse caso as artérias, em vez de as

protegerem dos invasores externos.

Este trabalho procura avaliar as células do sistema imunoldgico que levam a
inflamacéo das artérias na arterite de Takayasu, especialmente os macrofagos, que
sdo células de defesa do nosso organismo. Estudos anteriores mostraram que existem
muitos macréfagos inflamando as artérias de pacientes com arterite de Takayasu, mas
até o momento, ndo se sabe quais os tipos de macrofagos presentes nas artérias.
Nesse estudo, procuraremos esclarecer quais os tipos de macréfagos que participam
da inflamacédo na arterite de Takayasu e sua relacdo com outras células do sistema
imunoldgico, incluindo linfocitos T, linfocitos B e células NK (sigla do inglés "natural
killers" que significa células matadoras naturais, ou seja, células do sistema imune que

matam nossas células infectadas por virus). Serdo avaliadas também artérias de
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pacientes com doenca aterosclerotica, ou seja, placas de gordura nas artérias, e

artérias normais de individuos submetidos a retirada da artéria por outras causas.

Esclarecemos que a participacdo neste estudo ndo oferece riscos ao individuo,
apenas serao realizados cortes microscopicos no material de biopsia, nesse caso a
artéria que se encontra armazenada no laboratério de patologia. Todos o0s
procedimentos técnicos deste trabalho serdo realizados exclusivamente no laboratério

do Departamento de Patologia da Unifesp-EPM.

N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental que
busca entender melhor como ocorre a inflamacao das artérias nos pacientes com
arterite de Takayasu. Somente ao final do estudo poderemos concluir qual o tipo de
macrofago é mais encontrado na parede das artérias de pacientes com arterite de

Takayasu e sua relacdo com as outras células imunoldgicas.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o
Dr. Alexandre Wagner Silva de Souza que pode ser encontrado na Rua Botucatu, 740
— 3% andar. Telefone: (11) 5576-4239. Se vocé tiver alguma consideragcdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
— Rua Botucatu, 572 — 1° andar — cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail:

cepunifesp@epm.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicéo.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo
sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente. Os dados e materiais coletados
serdo utilizados somente para esta pesquisa. O paciente tem o direito de ser mantido
atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

N&do ha despesas pessoais para 0 participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada
a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das

informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avalia¢cdo do
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infiltrado de macréfagos na parede arterial de pacientes com arterite de
Takayasu”.

Eu discuti com o biomédico Jo&do Paulo dos Santos sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sédo os propdsitos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa

ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal. Sdo Paulo, / /

Assinatura da testemunha. Sao Paulo, / /

(Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual).

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo. Sédo Paulo, / /
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Anexo 5 -Termo de consentimento livre e esclarecido de controles

AVALIACAO DO INFILTRADO DE MACROFAGOS NA PAREDE ARTERIAL DE
PACIENTES COM ARTERITE DE TAKAYASU

Nome do (a) participante:

Registro hospitalar:

Este é um trabalho de pesquisa cientifica. Vocé deve ler atentamente esse
termo e assinar, ou ndo, segundo seu julgamento a fim de participar do projeto. Damos
a seguir todos os esclarecimentos sobre o referido estudo e pedimos sua atencao e
cuidado na leitura para que nao fique qualquer davida. Solicitamos que faca todas as

perguntas que achar necessario para seu total entendimento.

A arterite de Takayasu é uma vasculite que leva a inflamacdo de grandes
artérias (por exemplo: aorta e carotidas) e manifesta por pulsos diminuidos ou
ausentes nos bracos e nas pernas, pressao arterial maior em um braco do que no
outro e sintomas de ma circulacao, tais como dores musculares com o esfor¢o ou até
derrame, quando as artérias cerebrais estdo fechadas. Ao longo do tempo, a arterite
de Takayasu pode levar a formacdo de cicatrizes, estreitamentos e dilatacdes
anormais nas artérias inflamadas. Embora a causa da arterite de Takayasu seja
desconhecida, acredita-se que nossas defesas, ou seja nosso sistema imunoldgico,
ataque as proprias células do organismo, nesse caso as artérias, em vez de as

protegerem dos invasores externos.

Este trabalho procura avaliar as células do sistema imunoldgico que levam a
inflamacédo das artérias na arterite de Takayasu, especialmente os macrofagos, que
sdo células de defesa do nosso organismo. Estudos anteriores mostraram que existem
muitos macréfagos inflamando as artérias de pacientes com arterite de Takayasu, mas
até o momento, ndo se sabe quais os tipos de macrofagos presentes nas artérias.
Nesse estudo, procuraremos esclarecer quais os tipos de macréfagos que participam
da inflamacédo na arterite de Takayasu e sua relacdo com outras células do sistema
imunoldgico, incluindo linfocitos T, linfocitos B e células NK (sigla do inglés "natural
killers" que significa células matadoras naturais, ou seja, células do sistema imune que
matam nossas células infectadas por virus). Serdo avaliadas também artérias de

pacientes com doenca aterosclerdtica, ou seja, placas de gordura nas artérias, e
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artérias normais de individuos submetidos a retirada da artéria por outras causas.

Esclarecemos que a participacdo neste estudo nédo oferece riscos ao individuo,
apenas serao realizados cortes microscopicos no material de bidpsia, nesse caso a
artéria que se encontra armazenada no laboratério de patologia. Todos o0s
procedimentos técnicos deste trabalho seréo realizados exclusivamente no laboratorio

do Departamento de Patologia da Unifesp-EPM.

N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental
gue busca entender melhor como ocorre a inflamacgéo das artérias nos pacientes com
arterite de Takayasu. Somente ao final do estudo poderemos concluir qual o tipo de
macrofago é mais encontrado na parede das artérias de pacientes com arterite de

Takayasu e sua relacdo com as outras células imunoldgicas.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o
Dr. Alexandre Wagner Silva de Souza que pode ser encontrado na Rua Botucatu, 740
— 3% andar. Telefone: (11) 5576-4239. Se vocé tiver alguma consideracéo ou duavida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
— Rua Botucatu, 572 — 1° andar — cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail:

cepunifesp@epm.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicao.

As informac¢des obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes,
nao sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente. Os dados e materiais
coletados serdo utilizados somente para esta pesquisa. O paciente tem o direito de
ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, ou de resultados

gue sejam do conhecimento dos pesquisadores.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também néo ha compensacéo financeira relacionada
a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do

infiltrado de macréfagos na parede arterial de pacientes com arterite de
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Takayasu”.

Eu discuti com o biomédico Jodo Paulo dos Santos sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sédo os propdsitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa

ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal. Sdo Paulo, / /

Assinatura da testemunha. Sao Paulo, / /

(Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual).

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo. Sao Paulo, / /
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Anexo 6 — Dispensa do tcle (termo de consentimento livre e esclarecido)

w5l Universidade Federal de Sdo Paulo
umsm:  Escola Paulista de Medicina
Departamento de Medicina Disciplina de Reumatologia

: S&0 Paulo, 24 de novembro de 2015.
Ao Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal de Sao Paulo

DISPENSA DO TCLE (TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO)

Conforme IV.8 da Resolucio N° 466, DE 12 de dezembro de 2012:

“Nos casos em que seja invidvel a obtengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ou que esla
obtengdo signifique riscos substanciais 2 privacidade e confidencialidade dos dados do participante ou gos
vinculos de conflanga entre pesquisador e pesquisado, a dispensa do TCLE deve ser Justificadamente
solicitada pelo pesquisador responsédvel ao Sistema CEP/CONEP, para apreciagdo, sem prejuizo do
posterior processo de esclarecimento.”

Eu, Jodo Paulo dos Santos, solicito a dispensa da aplicag&o do Terme de Consentimento Livre e Esclarecido
do projeto de pesquisa intitulado "Avaliacdo do infiltrado de macréfagos na parede arterial de pacientes
com arterite deTakayasu® devido & impossibilidade de sua obteng@o em relagao a todos os pacientes e
seus familiares, em razéo do fato de alguns serem falecidos e da nao localizagao de seus familiares e de
alguns dos pacientes vivos por terem perdido seguimento em nosso hospital e por terem seus dados de
contato desatualizades no sistema de registro hospitalar do Hospital Sdo Paulo,

Declaro:

a) Que o acesso ao material para fins da pesquisa cientifica sera feito somente apos aprovacio do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica:

b) O acesso aos dados sera supervisionado per uma pessoa que esteja plenamente informada sobre
as exigéncias de confiabilidade;

c) Assegurar 0 COMpPromisso com a privacidade e a confidencialidade dos dados utilizados
preservando integraimente o anonimato e a imagem do sujeito bem como a sua no estigmatizagao;

d) Assegurar a ndo utilizagdo as informacdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades,
inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou econdmico-financeiro:

e} O pesquisador responsavel estabeleceu salvaguardas seguras para confidencialidades dos dados
de pesquisa;

f) Os dados obtidos na pesquisa serio usados exclusivamente para finalidade prevista no protocolo;

g) Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para o projeto vinculado; os quais serdo
mantidos em sigilo, em conformidade com o que prevé os termos da resolugaoc 466/12 do Conselho
Nacional de Saude.

Esclareco, ainda, que os responsaveis pelo departamento que tem a guarda do material, conforme
cartas de concordancia estdoc de acordo com a sua utilizacdo, salvaguardando os interesses dos
pesquisados quanto a sua imagem e sua privacidade.

Esclarcgo, finaimente, que assumo = lotal responsabilidade pelas informacdes apresentadas.

LocaledataSLJ Panly. .26 e wovgsbisde 204

A;s’?natura do Pesqgbisador Responsavel

Rua Botucatu, 740 / 3°and. -Vila Clementino
S30 Paulo SP - Brasil CEP 04023-062
TelFax.: 55 11 55796665 - 55764239
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Anexo 7 — Ficha de avaliacao utilizada para os pacientes com AT

Ficha de avaliagéo

Nome:

ldade: Cor: Data da avaliagéo:
RG — HSP: N° do paciente:
Diagnéstico em: Tipo arteriografico:

Outros diagnésticos:

Dados clinicos e laboratoriais quando submetido a cirurgia ou ao 6bito:

Prednisona( ): _ mg/dia Metrotexate ( ): mg/semana
AntiTNF( ) ETN( )ADA( )IFX( )CiclofosfamidaVvVO( ) EV( )
Leflunomida ( ): Micofenolato () : mg/dia AAS ( ) dose:
IECA ( ) Estatina ( ) Qual ? Dose diaria:

VHS: mm/1 hora PCR: mg/L
Paciente em atividade ( )
Distribuicdo das lesdes arteriais:

Escores do infiltrado inflamatorio arterial:

CD68 : CDa:
CD86: CD20:
CD163: CD56:

Localizacao do infiltrado:
Adventicia:
Média:

Intima;

Vasa vasorum:
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Anexo 8 - Ficha de avaliac&o utilizada para o grupo controle

Nome:
ldade: Cor: Data da avaliagéo:
RG — HSP: N° do controle:

Diagnastico principal:

Outros diagnésticos:

Escores do infiltrado inflamatério arterial:

CD68 : CDa3:
CD86: CD20:
CD163: CD56:

Localizacao do infiltrado:

Adventicia:

Média:

Intima;

Vasa vasorum:




