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Resumo

Objetivo: Avaliar a importancia da interacao entre a integrina Mac-1 dos leucdcitos (o,,3,) e a glicoproteina (GP) Iba. das
plaquetas para o recrutamento de leucdcitos apés a lesao vascular e o efeito da neutralizacao da interacao Mac-1-GPlbo
sobre a proliferacao celular e a hiperplasia neointimal desencadeadas por lesao vascular.

Métodos: Um peptideo denominado M2 ou anticorpo anti-M2 foi desenvolvido para bloquear a interacao Mac-1-GPlIba.
Esse peptideo foi injetado e comparado com anticorpo-controle em camundongos C57B1/6) submetidos a lesao vascular
da artéria femoral com corda-guia. Um, cinco ou 28 dias apés a lesao vascular, as artérias femorais foram retiradas para
a realizacao de morfometria e imuno-histoquimica.

Resultados: O bloqueio da interacio Mac-1-GPIba. promoveu uma reducao estatisticamente significativa do niimero
de leucécitos na camada média no primeiro dia apés a lesao vascular (controle: 7,9+5,0% do total de células versus
anti-M2: 2,0=1,6%, p=0,021), bem como determinou uma diminuicdo estatisticamente significativa do aciimulo de
leucécitos na neointima em cinco e 28 dias (controle: 42,3+12,9% versus anti-M2: 24,6+10,8%, p=0,047 e controle:
7,9%3,0% versus anti-M2: 3,3%=1,3%, p=0,012; respectivamente). A proliferacdo celular na camada média do vaso em
cinco dias pés-lesao foi reduzida com o bloqueio da interacao Mac-1-GPlba (controle: 5,0+£2,9% do total de células
versus anti-M2: 1,8+0,5%; p=0,043), assim como houve diminuicao significativa da proliferacao celular na camada
intima do vaso em 28 dias (controle: 3,8+1,7% versus anti-M2: 2,0£1,2%; p=0,047). O bloqueio da interacao Mac-1-
GPlbo. também determinou uma reducao estatisticamente significativa do espessamento intimal em 28 dias pés-lesao
(controle: 10.395+3.549 um? versus anti-M2: 4.561%+4.915 um? p=0,012).

Conclusao: O recrutamento de leucécitos apés a lesao vascular é dependente da interacao Mac-1-GPlba e a neutralizacao
dessa interacao inibe a proliferacao celular e a formagao neointimal. (Arq Bras Cardiol 2008;90(1):54-63)

Palavras-chave: Moléculas de adesao celular, inflamacao, leucécitos, plaquetas, reestenose coronaria.

Summary

Objective: To assess the importance of the interaction between leukocyte integrin Mac-1 (aMB2) and platelet glycoprotein (GP) Ib-a. for
leukocyte recruitment after vascular injury and the effect of the neutralization of the Mac-1-GPlba. interaction on cell proliferation and the
neointimal hyperplasia triggered by the vascular injury.

Methods: A peptide called M2 or anti-M2 antibody was developed to block the Mac-1-GPIbo. interaction. This peptide was injected and
compared to a control-peptide in C57B1/6) mice submitted to vascular injury of the femoral artery with a guide wire. One, five or 28 days after
the vascular injury, the femoral arteries were removed for morphometric and immunohistochemical analyses.

Results: The blocking of the Mac-1-CPlba. interaction promoted a statistically significant reduction in the number of leukocytes in the neointimal
layer on the first day after the vascular injury (control: 7.9+5.0% of the cell total versus anti-M2: 2.0=1.6%, p=0.021), as well as determined
a statistically significant decrease in leukocyte accumulation in the neointimal layer on days 5 and 28 (control: 42.3+12.9% versus anti-M2:
24.6+10.8%, p=0.047 and control: 7.9%3.0% versus anti-M2: 3.3+1.3%, p=0.012; respectively). Cell proliferation in the neointimal layer of
the vessel five days post-injury was reduced with the blocking of the Mac-1-GPlba. interaction (control: 5.0+2.9% of the cell total versus anti-M2:
1.8+0.5%; p=0.043), along with a significant decrease in cell proliferation in the vessel neointimal layer 28 days post-injury (control: 3.8=1.7%
versus anti-M2: 2.0+1.2%; p=0.047). The blocking of the Mac-1-GPlba. interaction also determined a statistically significant decrease of the
intimal thickening 28 days post-injury (control: 10,395=+3,549 um? versus anti-M2: 4,561+4,915 um?; p=0.012).

Conclusion: Leukocyte recruitment after a vascular injury depends on the Mac-1-GPlba. interaction and the neutralization of this interaction
inhibits cell proliferation and neointimal formation. (Arq Bras Cardiol 2008;90(1):52-60)
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Introducao

Evidéncias crescentes de estudos experimentais e clinicos
fundamentam a compreensao da aterosclerose e da reestenose
como um processo inflamatério. Nesse contexto, a inflamagao
é caracterizada pela interacao entre plaquetas, leucécitos e
células endoteliais'.

Estudos experimentais e clinicos sugerem uma funcao
central dos leucdcitos na proliferagdo neointimal decorrente
da lesao vascular. Em modelos experimentais de lesdo vascular,
os leucécitos recrutados sao apontados como precursores da
proliferagdo neointimal®.

Uma vez aderidas a parede vascular, as plaquetas formam
uma superficie adesiva para o recrutamento de leucdcitos
circulantes, que envolve as seguintes etapas: adesao mediada
por seletinas e rolamento sobre a superficie de plaquetas,
ativacao dos leucécitos, firme adesao mediada por integrinas
e diapedese®®.

A etapa de firme adesdo de leucécitos a superficie de
plaquetas ativadas é mediada por integrinas da familia B,
onde se destaca a integrina Mac-1, também conhecida como
antigeno do macréfago-1, o, ,p, ou CD11b/CD18.

Um estudo em camundongos com deficiéncia de integrina
Mac-1 e submetidos a lesdo vascular evidenciou diminuicao
da migracdo e do acimulo de leucécitos na parede arterial
e atenuagao da proliferagdo neointimal’. Outro estudo, que
avaliou o bloqueio da integrina Mac-1 com um anticorpo pan
ligante chamado M1/70, mostrou redugdo do recrutamento
de leucécitos e da proliferagdo neointimal em 14 dias apds
angioplastia com baldo ou implante de stent em coelhos®.

Simon e cols. recentemente localizaram o sitio de ligagao
da integrina Mac-1 dos leucécitos com a glicoproteina (GP) Iba
das plaquetas dentro do segmento a,,(P*°'-K*'") do dominio
a,,I°, o que possibilitou o desenvolvimento de um peptideo
denominado M2 ou anti-M2.

Estudos in vitro com o peptideo M2 mostraram redugao
significativa da adesao de células 293, que expressam
a integrina Mac-1, a sGPlba, assim como diminuicao
significativa da adesao de leucdcitos humanos a plaquetas

sob fluxo continuo™.

O presente estudo tem como objetivos avaliar aimportancia
da interacdo entre a integrina Mac-1 dos leucécitos e a
glicoproteina Iba das plaquetas para o recrutamento de
leucdcitos apds a lesao vascular e o efeito da neutralizagao da
interacdo entre a integrina Mac-1 e a glicoproteina Iba. sobre a
proliferagdo celular e a hiperplasia neointimal desencadeadas
por lesdo vascular.

Métodos

Materiais

Peptideos correspondentes ao sitio de ligagcao da
integrina Mac-1 nos receptores GPlbo. de camundongos
(SGSG-*"LYFRHWLQENANNVYL??°-C) e peptideos controle
(SGSG-VEAFHLNYYRNNVWLQ-C) foram obtidos do W.M.
Keck Biotechnology Resource Center — Yale University
(New Haven, CT, EUA). Os peptideos foram diluidos em
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dimetilsulféxido (DMSO) e armazenados a -80°C.

Cinquienta e trés camundongos machos C57Bl/6), com
idade entre oito e dez semanas, foram obtidos do viveiro da
Harvard University (Boston, MA, EUA).

O marcador do antigeno comum leucocitario (CD45)
— anticorpo anti-CD45 — foi adquirido da BD Biosciences
(San Diego, CA, EUA); o marcador especifico para neutréfilos
de camundongos — anticorpo monoclonal 7/4 — foi fornecido
pela Serotec (Indianapolis, IN, EUA); o marcador Mac-3
especifico para macréfagos de camundongos — anticorpo
monoclonal M3/84 - foi adquirido da BD Biosciences
e a bromodeoxiuridina (BrdU) foi fornecida pela DAKO
(Carpinteria, CA, EUA).

Desenvolvimento de anticorpos

Um anticorpo policlonal peptideo-especifico denominado
peptideo M2 ou anticorpo anti-M2, com afinidade ao
sitio de ligacao da integrina Mac-1 ao receptor GPlba, foi
desenvolvido mediante a imunizacdo de coelhos com o
peptideo C-**'"PITQLLGRTHTATGIRK?'” acoplado a KLH
(Zymed Laboratories, South San Francisco, CA, EUA),
correspondendo a seqiiéncia humana o, (P?'-K*'7).

Aseguir, foram realizados testes sangtiineos que demonstraram
altos titulos de anti-soro ligados a fase sélida imobilizada
contendo a seqiéncia de aminoécidos C-P?'-K*'7.

A (ltima etapa foi a purificagao do anticorpo policlonal
peptideo-especifico — anticorpo anti-M2 ou peptideo M2
— por cromatografia de afinidade (Zymed Laboratories).

Imunoglobulina IgG de coelhos nao imunizados foi usada
como anticorpo de controle.

Tratamento com anticorpo

Os camundongos C57BI/6) foram randomizados e divididos
em dois grupos de tratamento:

1- peptideo M2 de coelhos; e
2- imunoglobulina 1gG de coelhos nao imunizados.

O peptideo M2 ou anticorpo anti-M2 foi injetado com
o objetivo de bloquear a interagao da integrina Mac-1 dos
leucécitos com a GPlba das plaquetas, visando, desse modo,
inibir a adesao de leucécitos na superficie do vaso coberta por
plaquetas. A imunoglobulina IgG de coelhos ndo-imunizados
foi injetada para servir como controle, visto que nao interage
com a integrina Mac-1 dos leucécitos ou com a GPIba das
plaquetas, assim como ndo apresenta efeito inibitério na
adesao entre leucdcitos e plaquetas.

Os anticorpos foram injetados via intraperitoneal em
uma dose de 250 ug, quatro horas antes da lesao da artéria
femoral (dia 0) e posteriormente em uma dose de 100 ug
intraperitoneal nos dias 2, 4, 6, 8, 10 e 12 apds a lesao da
artéria femoral.

Lesao da artéria femoral

Camundongos C57B1/6) machos com idade entre oito
e dez semanas foram anestesiados no dia zero (0) com
quetamina (80 mg/kg SC) e xilazina (5 mg/kg SC). A seguir,
foi realizada uma incisao na virilha, disseccao e exposicao da
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artéria femoral, clampeamento temporario da artéria femoral
no nivel do ligamento inguinal e arteriotomia distal a artéria
epigastrica sob visualizagdo com microscépio cirdrgico.

Uma corda-guia 0,010” foi inserida na artéria femoral
pelo orificio da arteriotomia, o clampeamento foi removido
e a corda-guia foi avangada até a bifurcagdo com a aorta e
recuada até a posicao anterior por trés vezes (total de trés
insercoes), visando causar lesdo endoluminal na artéria
femoral comum. Apés a retirada da corda-guia, o local da
arteriotomia foi ligado.

Esse modelo experimental, descrito por Roque e cols."
e utilizado no presente estudo por um operador sem
conhecimento dos grupos de tratamento, se assemelha
muito ao processo de reparo a lesdo vascular observado em
humanos apés intervencao coronariana percutanea com
implante de stent. A técnica de lesao vascular por corda-
guia determina desnudamento do endotélio, deposigao de
plaquetas e fibrina e inflamagao vascular proeminente, o que
torna esse modelo experimental Gtil em demonstrar a fungao
de células inflamatérias (leucdcitos) recrutadas na modulacao
da formacao neointimal'>4,

Todos os animais sobreviveram até o momento da eutandsia
planejada sem sangramento ou infecgao.

Os procedimentos e cuidados com animais foram
revisados e aprovados pelo Harvard Medical School Standing
Committee on Animals que segue as regras estabelecidas pela
American Association for Accreditation of Laboratory Animal
Care e pelo National Institutes of Health.

Retirada da artéria femoral e coleta de tecido

Um dia (anticorpo de controle: n= 6; anti-M2: n= 6), cinco
dias (anticorpo de controle: n=9; anti-M2: n= 9) ou 28 dias
(anticorpo de controle: n=9; anti-M2: n= 9) apds a lesao
vascular, foi administrada anestesia, a cavidade peitoral foi
aberta e a eutandsia dos animais foi realizada por sangramento
mediante incisdo no atrio direito.

Um cateter tipo butterfly (medida= 22) foi inserido no
ventriculo esquerdo para perfusdo in situ de solugdo salina
0,9% seguida de fixagao com paraformaldeido 4% em 0,1M
de tampao fosfato (pH= 7,3) por 10 minutos, a uma pressao
de 100 mmHg.

As artérias femorais direita e esquerda foram retiradas e
imersas em paraformaldeido tamponado para posterior analise
de morfometria e imuno-histoquimica.

Todos os animais receberam BrdU na dose de 50 mg/kg
intraperitoneal (IP), 18 horas e uma hora antes da eutanasia, para
avaliar a proliferagao celular na parede da artéria femoral.

O bago e o intestino delgado de trés animais foram
utilizados como controle das reagdes de imuno-histoquimica,
em razao da presenca de abundante tecido linféide
(leucdcitos) nesses tecidos.

Histologia e morfometria

As artérias femorais retiradas foram inicialmente fixadas
em formalina e posteriormente processadas e emblocadas em
parafina. Foram realizados dois cortes transversais com 1T mm
de distancia entre eles, os quais foram corados pela técnica de

hematoxilina/eosina e pela coloragao de Verhoeff.

Um pesquisador sem conhecimento do grupo tratamento
aferiu as dreas luminal, intimal e medial de cada plano
transversal, utilizando um microscépio equipado com uma
camera CCD acoplada a um computador com o software
NIH Image v1.60.

A area luminal foi definida como a drea interna cercada
pela camada de células endoteliais; a area intimal foi definida
como a drea entre o limen e a ldmina eléstica interna; e
a area medial foi definida como a area entre as laminas
elasticas interna e externa.

Também foi calculada a razdo entre as areas intimal e
medial (drea intimal/area medial), para avaliar o efeito da
inibicdo da interacdo Mac-1-GPlba nessa relacao, assim
como para permitir futuras comparagbes com modelos
experimentais utilizando animais de maior porte.

A area delimitada pela lamina elastica externa foi aferida
para avaliar o comportamento do tamanho do vaso nos dois
grupos no decorrer do tempo, ou seja, determinar se houve
remodelamento positivo ou negativo do vaso.

Os resultados dos dois cortes transversais de cada
artéria foram utilizados para o célculo da média, a qual foi
considerada na avaliacao e andlise estatistica dos dados.

Para o calculo da area medial e a avaliagdo da lamina
eldstica externa em condigOes basais, ou seja, antes da
lesdo ou tratamento com anticorpo anti-M2, um grupo de
camundongos (n=5) foi sacrificado para a realizagao de
morfometria quantitativa.

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando a técnica
de imunoperoxidase pelo sistema avidina-biotina, mediante
o0 uso de anticorpos especificos para cada célula.

O anticorpo anti-CD45 (antigeno comum leucocitario) de
camundongos foi utilizado como marcador de leucdcitos, o
anticorpo monoclonal 7/4 foi usado para a identificagao de
neutrdfilos e o anticorpo monoclonal M3/84 ou anti-CD163
foi utilizado como marcador de macréfagos.

A BrdU utiliza a substituicdo de nucleotideo para trocar
timidina por uridina na estrutura do DNA de células em
divisdo, tanto in vitro como in vivo. A identificacao das células
marcadas por essa técnica permite avaliar e quantificar a
proliferagdo. Portanto, essa técnica constitui uma importante
ferramenta na avaliagao da proliferacao de células musculares
lisas, que predominam na composicao da hiperplasia neointimal
decorrente da resposta inflamatdria a lesao vascular.

Cortes transversais de artéria femoral, corados
imunologicamente, foram avaliados para quantificar o nimero
de células positivamente imunocoradas em relagao ao nimero
total de células.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio
padrao (DP); as comparagdes entre os grupos foram
realizadas por teste t ndao-pareado; e os valores de
probabilidade foram considerados estatisticamente
significativos quando inferiores a 0,05.
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Resultados

Avaliacao quantitativa de leucécitos, neutrofilos e
macrofagos na artéria femoral de camundongos apos a
lesao vascular com o bloqueio da interacao o, ,3,-GPlba

Primeiramente examinou-se o recrutamento de leucdcitos
pos-lesio em relagdao ao tempo. A fungdo da interacao
a,,B,-GPlba nesse processo foi estabelecida, visto que houve
diferenga no actimulo de leucécitos na parede do vaso do
grupo de camundongos tratados com o peptideo M2 ou anti-
M2 em comparacao ao grupo controle.

As células inflamatérias CD45-positivas (leucdcitos)
invasoras da camada média do vaso no primeiro dia pés-lesao
foram reduzidas em 75%, ou seja, de 7,9+5,0% do total de

Andlise quantitativa de leucdcitos, neutréfilos e macréfagos
na artéria femoral de camundongos apés a leséo vascular

Controle Anti-M2 p

Leucdcitos (CD45+), %

1° dia (média) 7,945,0 2,016 0,021

5° dia (neointima) 42,3+129 24,6+10,8 0,047

28° dia (neointima) 7,9+3,0 3,313 0,012
Neutréfilos (MAb7/4+), %

1° dia (média) 8,9+6,7 22+16 0,043

5° dia (neointima) 26,2+8,0 13,9+4,9 0,036
Macroéfagos (Mac-3+), %

5° dia (neointima) 13,846,2 6,5+4,7 0,040

28° dia (neointima) 7,437 3,1%1,2 0,022

células na camada média do grupo de camundongos tratados
com I1gG nao-imune (controle) para 2,0+1,6% no grupo
tratado com anti-M2 (p=0,021) (tab. 1) (grafico 1) (fig. 1).

O actimulo de leucécitos na neointima em desenvolvimento
também foi significativamente reduzido mediante o tratamento
com anti-M2, pois houve uma reducao de 42% em cinco dias
(controle: 42,3+12,9% do total de células na neointima versus
anti-M2: 24,6 = 10,8%, p=0,047) e de 58% em 28 dias
(controle: 7,9+3,0% versus anti-M2: 3,3+1,3%, p=0,012) no
grupo de camundongos tratados com anti-M2 em comparagao
ao grupo controle (tab. 1) (grafico 1) (fig. 1).

A anadlise de células CD45-positivas foi expandida por
técnicas imunoldgicas de coloragao utilizando marcadores
celulares especificos, com o objetivo de quantificar a presenca
de neutrofilos e macréfagos.

O actimulo de neutréfilos (células positivas para o
anticorpo monoclonal 7/4) dentro da camada média do vaso
no primeiro dia pés-lesao foi reduzido em 75% no grupo de
camundongos tratados com anti-M2, em relagao ao grupo
controle (controle: 8,9+6,7% versus anti-M2: 2,2+1,6%;
p=0,043). Em cinco dias pds-lesao, o aciimulo de neutrdfilos
na neointima em desenvolvimento foi 47% menor no grupo
de camundongos tratados com anti-M2, em comparagao
ao grupo controle (controle: 26,2+8,0% versus anti-M2:
13,9+4,9%; p=0,036).

Nao foram detectados neutréfilos nas camadas intima
e média, em 28 dias pés-lesaio, em ambos os grupos de
tratamento (tab. 1).

Os macrofagos (células positivas para Mac-3) foram
praticamente indetectaveis no primeiro dia pds-lesdo
(<0,5% do total de células da camada média). Em cinco
dias pds-lesao, o acimulo de macréfagos na neointima

Camada Média - 1°dia Camada intima - 5°dia Camada intima - 28°dia
%4
20 =30]) 20
p=0,021 p= 0,047 p=10.012
%5 15
40
429%
Y I ,I, 75% — l o ,], 589,
zZ0
5 Bl
C ontrole Anti-M2 Controle Anti-M2 Controle Anti-M 2

Actmulo de leucécitos (CD45+) na artéria femoral de camundongos apés a lesdo vascular.
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Flg. 1- Fotografias de artérias femorais de camundongos apds a leséo vascular. (a) Anticorpo-controle (38X); (b) anti-M2 (38X); (c) anticorpo-controle (150X); (d) anti-M2
(150X). As setas longas indicam a ldmina elastica interna e as setas curtas a ldmina elastica externa. A neointima separa a lamina elastica interna do limen. Células
CD45+ em castanho (150X): (e) anticorpo-controle - 1° dia; (f) anti-M2 - 1° dia; (g) anticorpo-controle - 5° dia; (h) anti-M2 - 5° dia; (i) anticorpo-controle - 28° dia; e (j)
anti-M2 - 28° dia. (a) Anticorpo-controle (38X); (b) anti-M2 (38X); (c) anticorpo-controle (150X); (d) anti-M2 (150X). As setas longas indicam a lamina elastica interna e
as setas curtas a lamina eléstica externa. A neointima separa a ldmina elastica interna do limen. Células CD45+ em castanho (150X): (e) anticorpo-controle - 1° dia; (f)
anti-M2 - 1° dia; (g) anticorpo-controle - 5° dia; (h) anti-M2 - 5° dia; (i) anticorpo-controle - 28° dia; e (j) anti-M2 - 28 dia.

foi reduzido em 53% no grupo de camundongos tratados
com anti-M2, em relagdo ao grupo controle (controle:
13,8%6,2% versus anti-M2: 6,5+4,7%; p=0,040).
Enquanto em 28 dias p6s-lesao houve redugao de 58% no
acimulo de macréfagos na neointima de camundongos
tratados com anti-M2, em relagdo ao grupo controle

(controle: 7,4%3,7% versus anti-M2: 3,1£1,2%; p=0,022)
(tab. 1).

Efeito do bloqueio da interagao o,3,-GPlbo sobre a

proliferacao celular apds a lesao vascular

Proliferacao celular expressiva foi observada em cinco

Arq Bras Cardiol 2008; 90(1) : 54-63
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dias apds a lesao vascular no grupo de camundongos
tratados com anticorpo controle e a proliferacao celular
continuou ainda evidente em 28 dias.

O tratamento de camundongos com o anticorpo anti-
M2 determinou, entretanto, uma reducao estatisticamente
significativa de 64% da proliferagdo celular na camada média
do vaso em cinco dias apds a lesao (controle: 5,0+2,9% do
total de células na camada média do vaso versus anti-M2:
1,8+0,5%; p=0,043) e de 47% da proliferagao celular na
camada intima do vaso em 28 dias (controle: 3,8+1,7% do
total de células na camada intima do vaso versus anti-M2:
2,0+1,2%; p=0,047) (tab. 2).

Andlise quantitativa da proliferagao celular (células
BrdU+) na artéria femoral de camundongos apés a lesdo vascular

Controle Anti-M2 p
Células BrdU+, %
5° dia (média) 5,0+2,9 1,8+0,5 0,043
28° dia (neointima) 3,817 2,0£1,2 0,047

Efeito do bloqueio da interacao o, ,-GPlbo na
morfometria quantitativa das areas intimal e medial apo6s
a lesao vascular

Em camundongos tratados com o anticorpo controle,
o espessamento intimal iniciou cinco dias ap6s a lesdo e
progrediu significativamente entre cinco e 28 dias pés-lesao.
O bloqueio da interagao o,B,-GPlba, promovido pelo
tratamento com o anticorpo anti-M2 ou peptideo M2, resultou
na diminuigdo do espessamento intimal (neointima) em cinco
dias ap6s a lesao, em relagao ao grupo controle (controle:
921£534 um? versus anti-M2: 505357 um?; p=0,077),
assim como na redugao estatisticamente significativa da
neointima em 28 dias, em comparagao ao grupo controle
(controle: 10.395+3.549 um? versus anti-M2: 4.561+4.915
um?; p=0,012) (tab. 3) (fig. 1).

Analise morfométrica das areas intimal e medial da artéria
femoral de camundongos apés a lesdo vascular

Controle Anti-M2 p

Area da Camada intima (um2)

5° dia 9211534 505+357 0,077

28° dia 10.395+3.549  4.561+4.915 0,012
Area da Camada Média (um2)

0 dia 9.583+1.203 ND

5° dia 10.839£1.297  11.211+1.642 0,62

28° dia 9.342+1.762 9.172+1.925 0,85
Area intima/Média

5° dia 0,08+0,05 0,05+0,03 0,079

28° dia 1,20£0,62 0,53+0,62 0,036
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O bloqueio da interagdo a,B,-GPlba. em camundongos
tratados com o anticorpo anti-M2 ou peptideo M2 determinou,
portanto, uma redugao de 56% do espessamento intimal em
28 dias, em relagdo ao grupo-controle (grafico 2).
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Area intimal da artéria femoral de camundongos em 28 dias ap6s
a leséo vascular.

A area da camada média nao foi afetada pelo tratamento
com o anticorpo anti-M2. Assim sendo, a relacao entre as areas
da camada intima e da camada média, expressa pela razao
drea intimal/drea medial (I:M), em 28 dias, foi 56% inferior
nos camundongos tratados com o anticorpo anti-M2, em
comparagao ao grupo controle (controle: 1,20 = 0,62 versus
anti-M2: 0,53+0,62; p=0,036) (tab. 3) (gréfico 3).
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Razéo entre a area da camada intima e a érea da camada média
(I:M) em 28 dias apds a lesdo vascular.

Morfometria quantitativa da lamina elastica externa da
artéria femoral de camundongos tratados com anti-M2
apos a lesao vascular

O espessamento das camadas intima e média foi
acompanhado por progressivo aumento de tamanho do vaso
(remodelamento positivo), conforme avaliado pela aferi¢ao
da drea da lamina eldstica externa em diferentes periodos de
tempo (tab. 4).

O remodelamento positivo do vaso foi semelhante nos dois
grupos de tratamento, tanto em cinco dias (p=0,12) quanto
em 28 dias ap6s a lesao vascular (p=0,99).
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Area da lamina elastica externa da artéria femoral de
camundongos apos a lesdo vascular

Controle Anti-M2 p
Lamina Elastica
Externa, ym2
0 dia* 31.792+£11.293 NA
5° dia 35.491+4.915 29.258+9.217 0,12
28° dia 34.692+8.955 34.651+8.351 0,99

*A érea da lamina eléstica externa foi determinada antes da leséo vascular; NA
significa néo aferido.

Discussao

Neste estudo, foi demonstrado que o anticorpo que
possui como alvo o segmento P2°'-K?' do dominio la,,
reduz o acimulo de leucécitos, a proliferagao celular e o
espessamento da neointima apds a lesdo vascular in vivo. Essas
observagoes demonstram que a GPlba das plaquetas é um
ligante fisiologicamente relevante para o receptor a,,f, (Mac-
1) dos leucdcitos e que a interagao o, 8,-GPlba. é fundamental
para a atividade pré-inflamatéria do leucécito no processo de
reparo a lesao vascular.

A integrina a, B, regula importantes fungoes leucocitdrias
como adesao, migracao, coagulagao, protedlise, fagocitose,
estresse oxidativo e sinalizagao por ligar-se a diversos ligantes,
tais como fibrinogénio''®, ICAM-1", fator X'®, C3bi',
GPIba'? e JAM-320.

A identificacdo precisa do ligante responsavel pelo
actimulo de leucécitos nos locais de lesao vascular cobertos
por plaquetas aderidas era até o momento desconhecida.
Embora estudos prévios tenham mostrado que a integrina
a, B, facilita diretamente o recrutamento de leucécitos nos
locais de deposicao de plaquetas e fibrina®, a verdadeira
importancia bioldgica de contra-receptores de plaquetas
para a,,B,, tais como GPlba, JAM-3 e fibrinogénio ligado a
GPIIb/llla, é pouco conhecida.

Um estudo de Rogers e cols.?, no qual foi efetuado o bloqueio
da integrina a,,8, com o anticorpo monoclonal M1/70, nao
foi conclusivo em relacdo a identificagio do contra-receptor
fisiolégico para a integrina o, 8,, porque 0 M1/70 é um anticorpo
pan ligante, ou seja, bloqueia todo o receptor Mac-1(a, 8,).? Por
esse mesmo motivo, ndo é possivel a utilizagdo do M1/70 em
estudos clinicos, apesar dos resultados satisfatérios nesse estudo
experimental, visto que a integrina o, 8, regula importantes
fungoes leucocitarias e seu bloqueio total determinaria efeitos
adversos graves e potencialmente letais.

Outro estudo de Simon e cols.” identificou a a3, como um
determinante molecular de espessamento da neointima apds
lesdo vascular. Verificou-se que a auséncia seletiva de a,,f,
em camundongos deficientes da integrina Mac-1 prejudica
a migragao de leucdcitos transplaquetérios para o interior
da parede do vaso, diminuindo o actimulo de leucécitos na
camada média do vaso e o espessamento da neointima apds
angioplastia experimental. Nesse mesmo estudo, a deficiéncia
de a,,B, foi associada com uma redugao de 67% no actimulo
precoce de leucécitos’.

De modo interessante, a magnitude da redugao do actimulo
precoce de leucécitos no estudo anteriormente descrito foi
similar aquela obtida com o bloqueio da interacao a,,8,-GPlba
através do peptideo M2 no presente estudo (75% de inibigao
de células CD45 positivas), sugerindo que o recrutamento
de leucécitos é largamente dependente da interagao entre
a,,B, € GPlba. Essa observacdo também é consistente com
outra decorrente de um estudo in vitro previamente realizado
por Ehlers e cols.?, na qual a interacao predominante entre
neutrdfilos e plaquetas aderidas a uma superficie, depois de
vigorosas lavagens, parece ser mediada pela interagao o, -
GPlbo, visto que o peptideo M2 ocasionou inibigao superior
a 80% da adesao de neutrdfilos®.

A relativa especificidade da agdo inibitéria do anti-M2
em relagao a GPlba, ou seja, ndo interage com a ICAM-1,
o fibrinogénio e a JAM-3, sugere uma contribuigao pequena
de outros ligantes para a integrina a8, no contexto da lesao
vascular, com endotélio desnudo e deposicao plaquetaria™.

Outros potenciais ligantes para a integrina o, 8, presentes
na membrana das plaquetas incluem o fibrinogénio que se
liga a GPlIb/Illa'>"¢, a ICAM-22" e a JAM-3%.

A interagao leucécito-plaqueta, mediada por pontes
de fibrinogénio entre o, B, e GPIIb/llla, foi estudada por
Ostrovsky e cols.??, que demonstraram, em um estudo
experimental in vitro, que tanto peptideos RGDS quanto a
troca de plaquetas normais por plaquetas trombasténicas
(auséncia de GPlIb/llla) ndo afetam o actimulo de leucécitos
sobre uma superficie de plaquetas®. A deficiéncia de B,
(subunidade da GPllla) também nao afetou o recrutamento
de leucécitos ou a formagdo de neointima em camundongos
submetidos a modelo experimental de lesao da artéria
femoral, idéntico ao do presente estudo'.

Embora a integrina a,, se ligue com a ICAM-1, esse
receptor nao é encontrado em plaquetas, as quais expressam
um receptor similar — ICAM-2. Diacovo e cols. demonstraram
que o bloqueio da ICAM-2 nao tem efeito na firme adesao
de neutréfilos sobre uma superficie de plaquetas ativadas,
sob fluxo continuo®.

Por fim, Santoso e cols.?® publicaram recentemente que a
integrina o, também pode se ligar a JAM-3 das plaquetas,
cooperando com a GPlba. para a adesao entre neutréfilos e
plaquetas in vitro®. Entretanto, foi demonstrado em um estudo
prévio que o anti-M2 teve um efeito inibitério minimo (13% de
inibicdo) na interagdo entre os receptores a,,f, e JAM-31°.

Um estudo in vitro realizado por Wang e cols., utilizando
o peptideo M2, evidenciou que o recrutamento de leucécitos
pelas plaquetas é mediado em grande parte pela interagao
entre a integrina Mac-1 (o, B,) dos leucdcitos e a GPlba. das
plaquetas, tanto em humanos quanto em camundongos,
uma vez que o modelo biolégico é muito similar e os
percentuais de inibicao resultantes dos estudos de adesao
foram estatisticamente significativos e comparaveis (80% em
humanos e 70% em camundongos). Mesmo sob condigdes
de fluxo, os resultados de inibicao da adesdo também foram
estatisticamente significativos e similares (92% em humanos
e 81% em camundongos)™.

No presente estudo, os dados do experimento de
lesdao vascular em camundongos permitem concluir que
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o recrutamento de leucdcitos, apds a lesao vascular, é
dependente da interagao entre a integrina Mac-1 e a GPlba,
pois um anticorpo especifico (anti-M2 ou peptideo M2)
direcionado ao bloqueio do segmento P?°'-K?'” do dominio
lar,,, que é responsavel pela interagdo da integrina Mac-1 do
leucdcito com a GPlba da plaqueta, promoveu uma redugao
estatisticamente significativa de 75% no actimulo de leucdcitos
na camada média da parede do vaso, no primeiro dia pés-
lesao, e reduziu em 42% e 58% o acimulo de leucécitos na
camada intima da parede do vaso, em cinco e 28 dias apés
a lesao vascular, respectivamente.

Da mesma forma, os dados da morfometria desse
experimento de lesdo vascular evidenciaram, através da
neutralizagdo da interagao Mac-1-GPlba, que essa interagao
modula a proliferagao celular vascular e a formacao
neointimal. O anticorpo anti-M2 direcionado ao bloqueio da
interagao Mac-1-GPlbo. foi capaz de reduzir significativamente
a proliferacao celular na camada média da parede do vaso
em 64%, no quinto dia pés-lesao, e a proliferagao celular na
camada intima em 47%, em 28 dias ap6s a lesdo, assim como
também diminuiu a formagao neointimal em 56%, em 28 dias
apos a lesao vascular (p=0,012).

Embora o tratamento com o anti-M2 tenha reduzido o
espessamento da neointima em 56%, um efeito inibitdrio
menos robusto, quando comparado ao percentual de 80%
de inibicao do espessamento da neointima, com a completa
deficiéncia de a,, em camundongos geneticamente
modificados, em relagao a camundongos selvagens, o
resultado do anti-M2, nesse primeiro estudo in vivo, foi melhor
ou pelo menos similar ao efeito da rapamicina em estudos
experimentais.

Um estudo em ratos submetidos a lesao da artéria
carétida com cateter-balao mostrou redugao de 45% do
espessamento neointimal no grupo de ratos tratados com
rapamicina, em 14 dias, em comparagao ao grupo controle?.
Outro estudo, realizado por Gallo e cols.?*, demonstrou que
a administragao de rapamicina via intramuscular em suinos,
trés dias antes e 14 dias ap6s a angioplastia com cateter-
baldo superdimensionado, em artéria coronaria, reduziu o
espessamento da neointima em 50%, em relagdo ao grupo
controle no periodo de 28 dias*.

Do mesmo modo, o resultado do anti-M2 foi melhor ou
pelo menos comparavel & maioria dos estudos com paclitaxel.
Drachman e cols.? evidenciaram uma reducao de 50%
do espessamento neointimal em artérias ilfacas de coelhos
tratados com paclitaxel e submetidos a implante de stents, em
relagao ao grupo controle?*. Um estudo em ratos, utilizando
um modelo de lesdao em artéria carétida, mostrou uma
reducgao de 70% do espessamento neointimal no grupo tratado
com paclitaxel*. Dois estudos em suinos tratados com stent
superdimensionado, em artéria corondria, demonstraram que
os stents recobertos com paclitaxel reduziram o espessamento
da neointima em 40%, no periodo de quatro semanas, em
comparagao ao grupo controle?”8,

Deve-se ressaltar que a rapamicina e o paclitaxel sdo os
farmacos antiproliferativos celulares atualmente utilizados
nos stents com eluicao de farmacos, também denominados
stents farmacolégicos.
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O primeiro estudo com stent com eluigdo de rapamicina
em humanos mostrou taxa de reestenose angiografica igual
a 0% em quatro e 12 meses**°. Os estudos randomizados
evidenciaram redugao estatisticamente significativa das taxas
de reestenose intra-stent em oito meses de 35,4-41,7% no
stent convencional para 3,2-3,9% no stent com eluicao de
rapamicina®"2. Do mesmo modo, o estudo RESEARCH, que
avaliou o desempenho do stent com eluigao de rapamicina
no mundo real, ou seja, em pacientes ndo selecionados por
critérios de inclusao ou exclusao, confirmou esses promissores
resultados na pratica da Cardiologia Intervencionista, com
indice de reestenose intra-stent de 6,3% em seis meses*.

O primeiro estudo com stent com eluigao de paclitaxel em
humanos também mostrou taxa de reestenose angiografica
em seis meses de 0%**, enquanto os estudos randomizados
evidenciaram reducdo da taxa de reestenose angiografica
em seis-nove meses de 17,9-24,4% no stent convencional
para 2,3-5,5% no stent com eluicdo de paclitaxel**3°. O
estudo T-SEARCH avaliou os resultados do stent recoberto
com paclitaxel no mundo real e evidenciou necessidade de
revascularizagao do vaso-alvo em pacientes selecionados por
critério clinico de apenas 5,4%, no periodo de um ano®’.

Diante dos resultados dos estudos experimentais e clinicos
com a rapamicina e o paclitaxel, assim como do resultado inicial
do bloqueio da interagdo Mac-1-GPIbo. com o anticorpo anti-
M2, nesse estudo experimental, pode-se inferir a existéncia de
um potencial beneficio angiografico e clinico para o anti-M2
ou peptideo M2. Obviamente, diferengas na metodologia, via
de administragao dos farmacos e espécie de animais utilizados
nos estudos experimentais citados com rapamicina e paclitaxel
devem ser considerados na avaliagdo dos resultados quando
comparados aos obtidos no presente estudo.

A neutralizacdo da interacdao Mac-1-GPlIba mediante
o bloqueio do segmento a,,(P**'-K?"7), com o anticorpo
anti-M2, parece, portanto, ser uma novidade terapéutica
promissora para a prevengao da reestenose ap6s a intervencao
coronariana percutanea. Entretanto, estudos adicionais com a
liberacao local de anti-M2 em diferentes doses sao fortemente
recomendados, visto que a liberagao local provou ter um
papel fundamental para o sucesso dos stents recobertos com
farmacos antiproliferativos celulares.

Além disso, o anti-M2 reduz a firme adesdo e a
transmigragao de leucécitos em locais de deposicao de
plaquetas, um dos primeiros passos da inflamagao vascular.
Assim sendo, o anti-M2 apresenta um efeito potencial contra
a inflamagao vascular e igualmente parece ser promissor
no controle e/ou prevencao da doenga arterial corondria e
vascular agressiva/progressiva.

Uma das limitagoes deste estudo é que ndo se pode
descartar a contribuicao de outros ligantes do receptor o, 3, e
fungdes desse, assim como ndo se pode excluir a participagao
de outras moléculas de adesao celular na resposta biologica
a lesao vascular.

Igualmente, nao foi avaliada a fungao da camada adventicia
da parede do vaso como uma fonte de células inflamatérias
infiltrantes, o que constitui outra limitagao do estudo. Leucdcitos
podem infiltrar a parede do vaso tanto através do limen
quanto através da adventicia, entretanto o recrutamento de
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leucdcitos, via camada adventicia, é dificil de ser avaliado de
forma confidvel nesse modelo experimental pela necessidade
de disseccao e isolamento da artéria dos tecidos circundantes
para a realizacao da lesao com a corda-guia.

Ademais, embora o espessamento das camadas intima e
média tenha sido acompanhado por progressivo aumento
de tamanho do vaso ou remodelamento positivo, que foi
similar nos camundongos tratados com anticorpo anti-M2 ou
controle, as células da camada vascular adventicia influenciam o
remodelamento vascular®, sugerindo que modelos experimentais
alternativos de lesdo vascular serdo necessarios para investigar
as respostas da camada vascular adventicia a lesdo.

Por fim, o modelo experimental utilizado ndo contempla
a presenga de placa aterosclerética preexistente no local
do processo inflamatério e o implante de stent, fatores que
podem ser considerados limitagdes adicionais deste estudo,
visto que difere da pratica clinica de tratamento de lesoes
aterosclerdticas com implante de stent.

Conclusoes

O recrutamento de leucécitos apds a lesdo vascular
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