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A presenca de células T ativadas em lesdes ateroscleroticas confirma a sua
participagdo na progressdo da doenga. Recentemente, um novo subtipo de
linfocitos TCD4" produtores de IL-17 (Ty17) foi descrito e a sua associagdo a
doencas de carater inflamatério, bem como a sua capacidade de induzir a
producdo de mediadores frequentemente encontrados em lesdes ateroscleroticas
(IL-1B, TNF-a, TGF-B, CCL2 e MMP) sugerem que possam ter uma participacéo
na aterosclerose. O objetivo do presente estudo foi investigar componentes da
resposta Tyl7 em lesdes ateroscleréticas humanas e relaciona-los a outros
integrantes da resposta imunolégica. Como controle foram utilizados fragmentos
da artéria aorta de 3 doadores de 6rgdos. Para tal, avaliamos fragmentos de
placas aterosclerodticas obtidas de 41 pacientes com estenose critica de car6tida,
submetidos a endarterectomia. A expressdo génica e protéica de diversos
mediadores foi avaliada pelo método de RT-PCR em tempo real e
imunoistoquimica, respectivamente. Em alguns experimentos fragmentos de placa
aterosclerotica foram submetidos a estimulacao in vitro com IL-23, IL-2, LPS, PHA
ou aCD3+aCD28, para posterior analise da expressdo génica (RT-PCR) e
protéica (ELISA e citometria de fluxo) de mediadores relacionados a resposta
Tul7. A deteccdo do RNAmM de IL-17 se restringiu a um pequeno numero de
amostras e em baixa concentracdo, enquanto a marcacao imunoistoquimica foi
negativa em todas as placas analisadas. Entretanto, observamos maior expressao
relativa do RNAmM de mediadores relacionados a resposta Tyl7 (IL-23, RorC,
CCR4, IL-1B, TNF-a, MMP-9), a resposta Tyl e Ty2 (IFN-y e GATA-3), a resposta
anti-inflamatéria (FoxP3, IL-10, EBI3 e IL-27R) e a mediadores com potencial
citotoxico (granzima A, perforina e granulisina) em placas de pacientes do que em
amostras controle. Células positivas para IL-23, IL-18, IL-18, ICAM-1, IL-10 e TGF-
B foram encontradas com maior frequéncia em placas classificadas como
instaveis, ricas em macréfagos, células espumosas, cristais de colesterol e focos
de necrose. Finalmente, a analise da suspensédo celular obtida de fragmento de
lesdo revelou a presenca de 1% de células IL-17", enquanto a estimulacdo in vitro
resultou em pequena producdo de IL-17 apenas apés estimulo com anti-CD3+

anti-CD28. Em conjunto, os resultados mostraram a expressao de componentes
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da resposta Tyl7, em associacdo com mediadores da resposta Tyl, Ty2 e Treg

em lesdes ateroscleréticas humanas.
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The detection of activated T cells in human atherosclerotic plaques confirms their
participation in the disease progression. In this scenario, IFN-y-producing T cells
(Tul) are well recognized as having a pro-atherogenic role. Recently, a new
subtype of IL-17-producing T helper (Tyl7) lineage of cells has been described
and their association with inflammatory diseases, as well as their capacity to
induce mediators frequently found in atherosclerotic lesions (IL-1p, TNF-a, TGF-
B, CCL2 e MMP) suggest that they may have a role in atherosclerosis. The aim of
this study was to investigate whether components of the immune response
mediated by Tyl7 cells are present in human atherosclerotic lesions and their
association with other immune mediators. For this purpose, 41 patients with critical
stenosis of carotid submitted to endarterectomy were evaluated. Aortic fragments
from organ donors were used as control. Carotid specimens were analyzed for
MRNA and protein expression by real time RT-PCR and immunohistochemistry,
respectively. In some experiments fragments of atherosclerotic plaques were
incubated in vitro with IL-23, IL-2, LPS, PHA or aCD3+aCD28 to further evaluate
MRNA and protein expression. A low number of samples showed a small
expression of IL-17 mRNA, while no staining for IL-17 was detected in any of the
analyzed plaques. Up-regulation of IL-17 related genes (IL-23, RorC, CCR4, IL-1p,
TNF-o, MMP-9), as well as Tyl e T2 (IFN-y e GATA-3), anti-inflammatory
mediators (FoxP3, IL-10, EBI1 e IL-27R) and cytotoxic molecules (granzyme A,
perforin e granulysin) mRNA expression were detected in patients plagues
compared to control arteries. In addition, unstable plagues showed a high number
of IL-23, IL-1pB, IL-18, ICAM-1, IL-10 e TGF-B, granzyme B and perforin positive
cells. Finally, the analysis of plaque derived cell suspensions revealed only 1% of
IL-17+ cells, while in vitro stimulation resulted in IL-17 production only in the
presence of anti-CD3+anti-CD28. Altogether our results showed components of
TH17 response in association with mediators of Tyl, Ty2 and Treg response in
human atherosclerotic lesions. Further studies are ongoing to elucidate the
interaction, balance and collaborative potential among these effectors lineages in

atherosclerosis control.
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A aterosclerose € uma alteracdo da parede arterial que promove eventos
vasculares adversos como doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral,
aneurisma de aorta abdominal e doenca arterial periférica, responsaveis por altos
indices de mortalidade e morbidade no mundo ocidental. Dados da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) de 2004 mostram que as doencas isquémicas do
coragcao e as doencas cerebrovasculares foram as principais causas de morte no
mundo neste periodo, correspondendo a 12,2% e 9,7% das mortes,
respectivamente. Projecdes para 2030 indicam que as doencas cardiovasculares
continuardo a liderar o ranking de mortalidade sendo que a diabetes mellitus,
condicdo que constitui importante fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose, ird ocupar o sétimo lugar nas causas de morte com 3,3% (1). No
Brasil as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 27% dos casos de

Obitos (2) e seu tratamento implica em grande impacto econémico (3).

A aterosclerose € uma doenca progressiva caracterizada pelo acumulo de
lipideos e células relacionadas a resposta imunoldgica na intima das artérias (4). A
leséo inicial, denominada estria gordurosa, é formada pelo acumulo subendotelial
de macréfagos ricos em lipideos, sendo comum em recém-nascidos e criancas
(5), atingindo a aorta na primeira década de vida e as artérias coronarias e
cerebrais, apés a segunda década de vida (6). A lesdo inicial ndo ocasiona
sintomas clinicos, mas pode evoluir com a presenca de grande quantidade de
lipideos, necrose, infiltracdo de macrofagos, linfocitos e células musculares lisas
causando, eventualmente, a oclusao de artérias com consequentes manifestacdes

clinicas (7).

Estudos clinicos e experimentais fundamentam a hipotese de que a
inflamacdo tem um papel crucial no desenvolvimento e progressao da
aterosclerose (8). O inicio do processo se da pela ativacao local do endotélio em
artérias de médio e grande calibre, induzida por estimulacao fisica ou bioquimica,
incluindo hipertensdo e hipercolesterolemia. Varias teorias foram propostas para
explicar o inicio do processo inflamatério na aterosclerose, dentre elas a mais
aceita é a hipotese de resposta a lesdo (9) associada a processos oxidativos (10),
na qual o endotélio lesado pelo acumulo de lipoproteinas de baixa densidade
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oxidada (LDLox) torna-se ativado, expressando moléculas de adesdo e
promovendo a liberacdo de mediadores da resposta imunologica (11).

Além da oxidacao da LDL, outras possiveis causas podem levar a disfuncéo
do endotélio, incluindo radicais livres oriundos do tabaco, hipertensdo, diabetes
mellitus, alteracbes genéticas, infeccbes por microrganismos tais como

herpesvirus e Chlamydia pneumoniae ou a combinacéo desses fatores (12).

A atual compreensdo dos processos imunoldgicos que ocorrem ha
aterosclerose foi possivel apds o desenvolvimento de trabalhos experimentais com
camundongos deficientes em componentes que participam do metabolismo dos
lipideos, como a apolipoproteina E (ApoE”) e receptor para LDL (LDLr"),
combinados ou ndo com a deficiéncia de mediadores da resposta imunolégica
(13). Mais recentemente, pesquisadores tém utilizado camundongos quimeéricos,
que consistem em animais com deficiéncia em ApoE ou LDLr, que recebem
células knockout para determinado componente do sistema imunolégico por

transferéncia adotiva (14).

Ao analisar as bases moleculares das doencas coronarianas, observa-se
que determinados locais da vasculatura, tais como ramificagcbes ou curvaturas,
apresentam disturbios no fluxo sanguineo que promovem maior permeabilidade do
endotélio para macromoléculas como a LDL, tornando-se locais preferenciais de
formacdo das lesBes (15). O excesso de LDL infiltra na intima arterial em
concentracdes que excedem a capacidade de eliminacéo, levando a retencao (16)
por proteoglicanos, que se associam com a por¢ao apoB100 da molécula de LDL
(17). A LDL nativa retida pode sofrer diferentes modificacbes como oxidacéao,
liplise, protedlise e agregacdo (6). A modificacdo da particula de LDL,
especialmente a oxidativa, promove a liberacdo de fosfolipideos ativos, que leva a
ativacdo das células endoteliais (18). Estas, por sua vez, podem reconhecer a LDL
oxidada (LDLox) via o receptor lectina-like para a LDLox, o LOX-1 (19),

promovendo a internalizacdo da molécula.

A endocitose da LDLox por células endoteliais, via LOX-1, induz a

expressao de moléculas de adeséo (20), que contribuem para o afluxo de células
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para a lesdo aterosclerdtica (21). As moléculas de adesédo induzidas podem ser
incluidas em duas familias principais, as selectinas e as integrinas. Estudos em
camundongos propensos ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas (ApoE™”
ou LDLr"), nos quais os genes da selectina P, E e das integrinas ICAM-1 e VCAM-
1 foram inativados, mostraram diminuicdo no tamanho das lesdes (22-24),
comprovando a importancia das moléculas de adesdo no mecanismo de migracao
dos mondcitos circulantes e, posteriormente de outras células para o sub-endotélio

vascular.

O recrutamento de células da resposta imunolégica é um processo
fundamental para a aterogénese, governado pelas moléculas de adesédo e pela
liberacao local de quimiocinas. Dentre elas, a proteina-1 quimiotatica de mondcitos
(MCP1/CCL2), o ligante-1 da quimiocina transmembrana CX3C (CX3CL1 ou
fractalquina) e o RANTES (CCL5) sdo importantes para a quimiotaxia de
mondcitos para as lesdes (25-27), enquanto que a migracdo de linfécitos TCD4" é
regulada pela proteina-10 induzida pelo interferon (IP10/CCL10), monocina
induzida pelo interferon-y (Mig/CCL9) e do quimioatraente-a induzido pelo IFN-y
(ITAC/CCL11) (28).

ApOs a migracdo para areas suscetiveis dos vasos, 0s mondcitos entram
em contato com o fator de crescimento de colénia de macréfagos (M-CSF),
diferenciando-se em macrofagos (29), nos quais ocorre um aumento da expressao
de receptores da imunidade inata responsaveis pela fagocitose, como o0s
receptores scavenger (SR — SRA, SRB ou CD36) e de receptores envolvidos com
a ativacdo de macréfagos e a resposta inflamatéria, como os TLRs (Toll-like

receptors) e os NLRs (NOD like receptors) (30).

Os receptores scavengers como o CD36 (31) atuam na eliminacdo de
lipoproteinas, fragmentos apoptéticos e patdgenos, além de auxiliarem no
processo de apresentacdo de antigenos (32) e na formagdo da célula

caracteristica do ateroma, a célula espumosa.

Os TLRs e os NLRs induzem a ativagcdo de importantes vias pro-

inflamatorias, responsaveis pelo desenvolvimento e manutencdo do processo
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inflamatério presente na lesdo aterosclerética. Trabalhos recentes mostraram
elevada expressdo de TLR2 e TLR4 em macrofagos, células endoteliais e células
musculares lisas presentes na lesdo  (33,34). Por outro lado, estudos
experimentais com camundongos ApoE™ também evidenciaram alta expressao de
TLR4 na lesbes e de TLR2 em locais de stress hemodinamico (35,36). Diversos
ligantes enddgenos podem promover a ativacdo dos TLRs, como a proteina de
choque térmico 60 (HSP60), liberada por células necréticas e que promovem
ativacdo de TLR2 e TLR4 (37). Entretanto, no contexto da aterogénese, o ligante
enddgeno mais importante €, provavelmente, a LDL modificada (10). Em trabalho
recente de nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a LDLox promove
ativacdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP), causando a

liberacdo de mediadores inflamatérios como IFN-y, CCL2 e CXCL8 (38).

Os NLRs foram recentemente descritos como capazes de reconhecer
cristais de colesterol e particulas de LDLox e induzir a produgéo de IL-1p e IL-18,
citocinas proé-inflamatoérias que promovem ativacdo endotelial e regulam a ativacéo
de linfocitos TCD4", respectivamente (39). Apds a internalizacdo da LDLox, as
células espumosas passam a liberar uma grande quantidade de mediadores como
a IL-1B, IL-6 e TNF-a, que aumentam a atividade inflamatéria atraindo mais
mondcitos para a lesao e perpetuando a resposta (40). Além disso, macréfagos da
placa passam a exercer duas funcdes essenciais para o desenvolvimento e
rompimento da placa: a apresentacao de antigenos para linfécitos T e a liberacdo
de enzimas que destroem a capa fibrosa, como a metaloproteinase 9 (MMP9)
(41).

Outro grupo celular muito importante para o desenvolvimento e
agravamento das lesdes ateroscleroticas sédo os linfocitos (7), presentes em todos
0os estagios de desenvolvimento do ateroma. Trabalhos experimentais com
camundongos ApoE” deficientes em linfécitos (SCID, severe combined
immunodeficiency) mostraram que esses animais apresentam uma regressao
significativa no crescimento da lesdo aterosclerética, quando comparados a

controles imunocompetentes (42,43). Adicionalmente, demonstrou-se que a
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transferéncia adotiva de linfocitos TCD4" para animais ApoE"' SCID resulta no
aumento das les@es aterosclerodticas (44).

A ativacdo dos linfécitos T, em especial dos linfocitos TCD4", envolve o
processamento do antigeno por vias endossomais, a apresentacéo via moléculas

de MHC de classe Il e a ligacdo simultdnea a moléculas coestimulatérias (45).

A especificidade dos peptideos reconhecidos pelos linfécitos TCD4" na
aterosclerose ainda néao esta bem definida, entretanto, evidéncias mostram que os
linfécitos humanos e de camundongos reconhecem antigenos provenientes da
LDLox (46-48). Zhou et al (49) verificaram que a transferéncia adotiva de células
TCD4" especificas para a LDLox para camundongos ApoE” SCID promove
aumento do desenvolvimento das lesdes. Outro antigeno detectado em lesfes € a
proteina de choque térmico 60/65 (HSH60/65) (50). As HSP podem ser geradas
de maneira enddgena, funcionando como auto-antigenos, ou serem produzidas
por patégenos como a Chlamydia pneumoniae (51). Linfécitos T especificos para

a HSP65 de C. pneumoniae foram detectados em lesdes humanas (52).

Para que os linfécitos T naive possam ser ativados sdo necessérios dois
sinais: o primeiro fornecido pelo reconhecimento do antigeno no contexto da
molécula de MHC de classe Il, e o segundo mediado pelas moléculas
coestimulatorias (45). Na aterosclerose foram bem estudadas as moléculas da
familia B7, que se ligam ao CD28 e as proteinas da familia do TNF (CD40L e
0X40), cujo blogueio, neutralizacdo ou delecdo genética resulta em importante

regressao das lesdes (53-57).

Outro fator importante na ativacdo dos linfocitos é o tipo de citocina
presente no microambiente onde as células sdo ativadas, que pode promover a
diferenciacéo dos linfocitos TCD4" com diferentes fungdes efetoras. Inicialmente,
foram identificados dois subtipos de linfocitos T CD4" com fungdes efetoras
distintas denominados Tul e Tu2 (58). As células Tyl produzem
preferencialmente as citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-a e apresentam como principal
fator de transcricdo o T-bet (59). A polarizacdo para o subtipo Tyl € dependente

de IL-12 (60). Em adicdo, a presenca de IL-18 no momento da ativagcédo tem agéo
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sinérgica resultando em maior producao de IFN-y (61). Por sua vez as células Ty2
produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; possuem como fator principal de transcricdo o
GATA-3 (62,63) e sua diferenciagéo requer a presenca de IL-4 (64).

Foi demonstrado que na aterosclerose a presenca de IL-12 (65) e IL-18 (66)
promove a polarizagido das células TCD4" para o fen6tipo Tyl produtor de IFN-y,
citocina com papel central tanto no desenvolvimento como na estabilidade da
placa. O papel preponderante do IFN-y na promocdo da aterogénese foi
comprovado em trabalhos experimentais, visto que camundongos ApoE” ou LDLI
" deficientes em IFN-y ou no receptor para IFN-y apresentam reducdo no tamanho
das lesdes (67,68), com o inverso ocorrendo com a administracao intraperitoneal
de IFN-y (69). Além disso, camundongos LDLr"" T-bet” também apresentam

lesbes menores (70).

O IFN-y é produzido por linfécitos Tyl (71), TCD8" ativados (72),
macréfagos ativados (73), células NK (74) e células musculares lisas (CML) (66).
Um grande numero de evidéncias mostra seu potencial pré-aterogénico, uma vez
gue promove o recrutamento de células T e macréfagos indiretamente para as
lesBes; o aumento da expressdo de moléculas de MHC classe |l e a fagocitose de
lipideos por macréfagos; a ativacdo das células apresentadoras de antigenos
(CAA) e a liberacdo de citocinas por células Tyl (75,76). Além disso, o IFN-y pode
induzir a desestabilizacdo das lesGes, por meio da inibicdo da infiltracdo e da
proliferacdo de CML, da reducédo da sintese de colageno e da inducéo da sintese
de proteinas que degradam matriz extracelular, como as metaloproteinases (77-
79). Em trabalho anterior, verificamos elevada expressédo de IFN-y e IL-12 em
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com angina instavel,

corroborando a participacdo da resposta Tyl na patogénese da aterosclerose (80).

Os linfocitos Ty2 também estdo presentes em lesdes ateroscleroticas
humanas e de camundongos, mas seu papel ainda ndo esta bem esclarecido. Por
sua capacidade de inibir a resposta Tyl, inicialmente pensou-se que as células
Tu2 pudessem promover a estabilidade das lesbes. Entretanto, estudos que
utilizaram camundongos ApoE™IL-4” ou LDLr" que receberam células de medula
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6ssea IL-4"" mostraram menor desenvolvimento de lesdes (81,82). O provavel
papel pro-aterogénico da IL-4 estd relacionado a ativacdo de mastécitos, que
resulta na apoptose de CML e na diminuicdo da producdo de colageno com
aumento da sintese de proteases, condi¢cdes que podem levar a desestabilizacao
das lesdes (83). Além disso, estudos in vitro mostraram que a IL-4 induz a
producdo de CCL2 por células epiteliais e aumento da expressao de VCAM-1 em
células endotelias (84) e CML (85), favorecendo o influxo de células inflamatorias

para o local da leséo.

Além da via inflamatoria mediada por células Tyl e pelo eixo IL-12/IFN-y,
células T naive (CD4"CD45RA") podem se diferenciar em uma populagdo capaz
de secretar IL-17, denominada Tyl7 (86,87). A diferenciacdo para este subtipo
celular é dependente de TGF- e IL-6 (88-90) e do fator de transcricdo RORyt
(91). A manutencao das células Tyl7 é regulada pela IL-23 (92), citocina da
familia da IL-12, com a qual compartilha a subunidade do receptor (IL-12Rp1) e a
proteina ligante (p40), embora cada uma possua uma subunidade especifica do
receptor/ligante para promover suas atividades in vivo (93). Além de IL-17, estas
células produzem IL-21, citocina da familia da IL-2, que exerce a funcédo de
amplificar a resposta Tpl7 (94-96). Recentemente, demonstrou-se que a
polarizacdo para Ty17 pode ser inibida pela IL-27 (97,98), citocina da familia da IL-
12, que apresenta duas subunidades a EBI3 e a p28 e que se liga a um receptor
especifico, o IL-27R (93). As células Ty17 ainda podem ser caracterizadas quanto
a expressao de receptores de quimiocinas como CCR4 e CCR6 (99) ou CCR2 na
auséncia de CCR5 (100).

A IL-17 pertence a uma familia de citocinas relacionadas composta de 6
membros (IL-17A-F) e é produzida ndo apenas por células Ty17, mas também por
células T CD8" ativadas, células T TCRyS" e neutréfilos (101). Sua intensa
atividade pro-inflamatoria baseia-se na capacidade de induzir a producédo de
mediadores como IL-1, IL-6, TNF-a, CCL2, CCL7, CCL20, CXCL1, CXCLS, e
metaloproteinases (MMP) por células endoteliais e macréfagos (87,102). Estudos

recentes demonstraram o importante papel das células Tyl7 em modelos
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experimentais de Doenca Inflamatdéria Intestinal (103), Encefalomielite Autoimune
(104) e Artrite Induzida por Colageno (105).

A participagcdo das células Tyl7 na aterosclerose comecou a ser
investigada recentemente por pesquisadores que utilizaram camundongos LDLr"
IL-17r" ou ApoE” com bloqueio da IL-17 via transfeccéo do IL-17RA e verificaram
regressdo das lesdes com diminuicdo da migracdo de mastocitos e neutrofilos
(106,107). Além disso, tanto a citocina IL-17 (108) como linfécitos Tyl7 (109)

foram detectados em lesdes ateroscleréticas humanas.

Em contrapartida as células Tyl e Tyl7 com potente acdo pro-inflamatoria,
células TCD4" com atividade regulatéria (Treg) também foram descritas na
aterosclerose. Células Treg naturais sdo caracterizadas pela expressao de CD4,
CD25, e pela presenca do fator de transcricdo FOXP3, desenvolvem-se no timo e
sdo capazes de reconhecer antigenos proprios (110). Subgrupos de linfécitos Treg
também podem ser gerados durante a ativacdo da resposta imunoldgica sendo
denominados de células regulatérias induzidas (iTreg). Células T naive
(CD4'CD25") da periferia  podem ser diferenciadas em  células
CD4'CD25'FOXP3" na presenca de TGF-B, IL-10 ou de baixas doses de
peptideos antigénicos (111). As iTreg podem ser induzidas pela IL-10 ou IL-27
(células Trl) ou pelo TGF-B (células Ty3). Essas células exercem sua agéo
supressora por meio da producao das citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e 0
TGF-B (111). Foi observado que lesdes ateroscleréticas humanas expressam o0
fator de transcricdo FOXP3 (112) e apresentam pequena quantidade de linfécitos
TCD4'FOXP3® em todos os estdgios de seu desenvolvimento (113).
Adicionalmente, em modelos experimentais a deficiéncia de células Treg foi

associada ao aumento da aterogénese e da inflamacéo nas lesdes (114,115).

As citocinas anti-inflamatoérias produzidas pelas células regulatérias foram
extensivamente estudadas na aterosclerose. Estudos prévios usando anticorpos
neutralizantes para TGF-p (116) ou receptores sollveis (117), ou a deficiéncia
genética (118) mostraram o papel anti-aterogénico desta citocina, capaz de induzir

a diminuicdo do tamanho das lesdes e de promover a estabilidade do ateroma em
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camundongos ApoE”. Em pacientes com doencas cardiovasculares a baixa

concentracdo sérica de TGF-p foi associada a um pior prognostico (119,120).

Experimentos utilizando camundongos C57BL/6 IL-10"" submetidos & dieta
rica em gordura mostraram o envolvimento da IL-10 no controle da reacéo
inflamatoria local. Esses animais apresentaram maior desenvolvimento das
lesbes, com aumento de células T ativadas e da producdo de citocinas
inflamatérias (121). Resultados similares foram obtidos em animais ApoE™1L-107
(122). Em adicao, trabalho recente mostrou que camundongos quiméricos LDLr"
que receberam células IL-10" apresentam aumento de lesdes com grande
acumulo de macréfagos e células Tyl (123). Em humanos, concentracfes séricas
menores de IL-10 foram detectadas em pacientes com angina instavel, em relacéo
a pacientes com angina estavel (124). Além disso, foi observado que apds evento
isquémico, pacientes com maiores concentracdes de IL-10 sérica apresentaram

melhor prognostico (125).

Pelo acima exposto, pode-se concluir que na aterosclerose ocorre um
balanco entre a resposta inflamatoéria e anti-inflamatoria. A perda desse equilibrio
promove o0 aparecimento das lesdes e suas complicacbes. Até 0 momento as
principais evidéncias apontam para o relevante papel da resposta Tyl do lado pro-
inflamatorio. Células Treg e seus produtos (IL-10, TGF-B), assim como inibidores
de metaloproteinases atuam do lado oposto, na contencdo do processo. Neste
sistema, o impacto da resposta Tyl7 ainda ndo estd bem definido. Entretanto,
tendo em vista a comprovada participacdo da IL-17 nas doencas inflamatérias
cronicas e o seu papel na inducdo dos mediadores frequientemente detectados na
placa aterosclerotica, foi nosso objetivo investigar se os principais componentes
da resposta Tpl7 estdo presentes ou podem ser induzidos na leséo

aterosclerdtica.
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OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente trabalho foi detectar componentes da resposta Tyl17

em lesdes ateroscleroticas humanas obtidas de pacientes submetidos a
endarterectomia carotidea e relaciona-los a outros componentes da resposta

imunoldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expresséo de genes relacionados: a resposta Ty17 (IL-17, IL17R,
RorC, IL-23p19, IL-22, CCL20, CCR4 e CCR6); as respostas Tyl e T2 (IFN-y, IL-
2, T-bet, IL-12p35, GATA-3); a citocinas pro-inflamatorias classicas (IL-1pB, IL-6,
TNF-y); ao controle da resposta inflamatoria (IL-10, TGF-B, IL-27R, I1BI3, FOxP3); a
degradacdo da matriz extracelular (MMP9 e TIMP-1) e a resposta citotoxica
(granzima A, granzima B, perforina e granulisina) em lesdées de ateroma humano,

pela técnica de RT-PCR em tempo real

- Detectar a presenca de CD3, CD8, CD68, ICAM-1, IL-17, IL-23, IL-1B, IL-
18, ICAM-1, TGF-B, IL-10, granzima A, granzima B, perforina e granulisina em

lesbes ateroscleréticas humanas pela técnica de imunoistoquimica

- Verificar a composicao celular de fragmentos de placa aterosclerética pela
técnica de citometria de fluxo

- Verificar a expressao génica e producédo de IL-17 e outras citocinas (IL-1p,
IL-23p19, CCL20, IL-10, MMP9) em lesdes de ateroma humano submetidas a

estimulacéo in vitro

- Determinar a concentracdo plasmatica de IL-17 e IL-23 em amostras de

sangue de pacientes submetidos a endarterectomia
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Casuistica e
Métodos
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1. CASUISTICA

No periodo de novembro/2006 a junho/2010, quarenta e um pacientes com
diagnéstico de estenose critica de carétida (> 70% de estenose) atendidos no
ambulatorio de Cirurgia Vascular do HC UNICAMP, e com indicacdo de
endarterectomia, foram selecionados para participar deste estudo. Os pacientes
apresentaram idade média de 66,9 anos (49 — 89 anos), sendo trinta e trés (80%)
do sexo masculino e oito (20%) do sexo feminino.

Os pacientes foram classificados como sintomaticos e assintomaticos, de
acordo com a presenca ou ndo de sintomas cerebrovasculares como: ocorréncia
de AVC, episddio isquémico transitério ou amaurose fugaz ipsilateral, dentro do
periodo de 6 meses antes da cirurgia.

Entre as amostras de lesdo aterosclerdtica coletadas, dezoito foram
utilizadas para a avaliacdo da expressao de genes relacionados a resposta
inflamatéria/imunolégica (RT-PCR em tempo real), quatorze foram incluidas em
parafina para pesquisa de proteinas pelo método de imunoistoquimica, trés foram
submetidas a digestdo enzimatica para obtencdo de suspenséo celulares e analise
por citometria de fluxo e seis foram utilizadas para experimentos de estimulacéo in
vitro. Como controle foram analisados fragmentos da artéria carétida proveniente
de 3 doadores de 6rgaos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (n°® 262/2006, anexo) e todos os pacientes

incluidos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os pacientes incluidos nesse estudo foram submetidos a avaliagdo pré-
operatoria das placas com ultrassom duplex e coleta de sangue periférico. No
Centro Cirargico, foram submetidos a anestesia e cirurgia conforme técnica
padronizada e descrita (126-128) que envolve o0s seguintes procedimentos:
cervicotomia longitudinal, disseccdo e reparo das artérias, heparinizacdo
sistémica, descolamento da placa aterosclerdtica (endarterectomia carotidea),

rafia da artéria e sintese dos planos cirargicos.
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As amostras de plasma coletadas dos pacientes submetidos a
endarterectomia foram submetidas a determinacéo das concentracoes de IL-17 e
IL-23.

As placas aterosclerdticas tiveram sua morfologia macroscépica descrita no
ato cirdrgico, sendo imediatamente processadas para o isolamento e identificacéo
do RNAmM de marcadores relacionados: a resposta Tyl7 (IL-17, IL-17r, RorC, IL-
23pl9, CCR4, CCRE6, IL-22 e CCL20); a resposta Tyl e Ty2 (IFN-y, IL-2, T-bet, IL-
12p35 e GATA-3); a presenca de citocinas pro-inflamatorias classicas (IL-1p, 1L-6,
TNF-a); ao controle da resposta inflamatoria (IL-10, TGF-B, IL-27r, EBI3, FOXP3);
a degradacgao da matriz extracelular (MMP9 e TIMP-1); e marcadores relacionados
a resposta citotoxica (granulisina, granzima A, granzima B e perforina), pela
metodologia de RT-PCR em tempo real. Posteriormente, as lesdes foram
analisadas quanto a composicdo celular e expressdo de mediadores
inflamatérios/imunolégicos pelos métodos de imunoistoquimica (IHQ) e citometria
de fluxo.

Também foi avaliada a producéo de citocinas (IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-
17) e MMP9 in vitro pela analise do sobrenadante de culturas de fragmentos de
lesdo aterosclerética estimulados com IL-2, IL-23, PHA, LPS ou anti-CD3+anti-
CD28.

3. OBTENCAO, SEPARACAO E CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES
DO SANGUE PERIFERICO (CMSP)

Para utilizagdo como controle positivo na deteccdo do RNAm das placas
ateroscleroticas e também em experimentos para detec¢do de citocinas, amostras
de sangue periférico de individuos saudaveis foram coletadas (30 mL) em tubos
contendo heparina sédica. As amostras foram transferidas para tubos cénicos de
15 mL contendo 4 mL de Ficoll-Hypaque e centrifugadas (2300 rpm, 30 minutos,
temperatura ambiente). O anel de células mononucleares foi coletado, transferido
para outro tubo e lavado duas vezes com meio RPMI (Invitrogen, NY, EUA) gelado
estéril (1250 r.p.m., 10 minutos, 4° C). As células foram ressuspendidas em meio

RPMI suplementado (soro AB 10% + L-glutamina [2mM] + gentamicina [Sug/mL]) e
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2 x 10° cél/mL foram colocadas em placas de culturas de 24 pocos. As CMSP
foram estimuladas com 10 ug/mL de LPS (Escherichia coli/0127:B8 - Sigma, St
Louis, EUA), 10 ug/mL de fitohemaglutinina (PHA - Sigma, St Louis, EUA) ou 20
ug/mL de LDLox (gentilmente cedido pelo Dr. Magnus Gidlund, ICB-USP) por 24
horas a 37°C em estufa de CO, (5%). ApGs o tempo de incubacao as células e o
sobrenadante das culturas foram coletados e armazenados a -80°C.

4. RT-PCR EM TEMPO REAL

4.1 Extracdo de RNA
Processamento e obtencdo do RNA da placa de ateroma e de CMSP

ApGs a cirurgia, as amostras de lesdo aterosclerotica foram acondicionadas
em tubo FALCON de 50 mL e transportadas no gelo até o laboratério.

Para a obtencdo do RNAm da placa aterosclerética, 1mL de Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi adicionado a 50-100 mg de tecido em
homogeneizador (Power Gen 125 equipment - Fisher Scientific, Suwanee, GA,
EUA), enquanto que para as CMSPs 0,5mL de Trizol® foi adicionado a 2x10°
células até a completa dissolugdo. Em seguida foi adicionado 3,0 uL de glicogénio
[60 ug] e 200 pL de cloroférmio seguido de agitacdo em vortex por 20 segundos e
incubacdo por 10 minutos no gelo. Apdés a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas (12.000 g, 15 minutos, 4°C) e a parte aquosa transferida para outro
tubo, no qual foi adicionado igual volume de alcool isopropilico gelado, seguido de
incubacédo a -20°C por 50 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas, o
sobrenadante removido e o pellet contendo o RNA lavado com 1 mL de etanol
75%, seguido de centrifugacdo (12.000 g, 15 minutos, temperatura ambiente).
Terminada a centrifugagéao, o sobrenadante foi removido e 0 RNA ressuspendido
em &gua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC). A concentracdo do RNA das
amostras foi determinada em espectrofotdmetro Nanodrop (TermoScientific,
Suwanee, GA, EUA) com leituras das absorbancias a 260 nm e 280 nm. Para
determinar a pureza das amostras, foi utilizada a razdo das absorbancias

(A260/A280) que deve estar proxima de 2,0 e a andlise da presenca das duas
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fracbes do RNA em gel de agarose. ApOGs a extracdo, as amostras foram

armazenadas a —80°C até o momento do uso.

4.2. Sintese de cDNA

O RNA extraido anteriormente foi ressuspendido, em agua DEPC, na
concentracdo de 1 ug de RNA total por tubo (volume final de 31 ulL). Para excluir a
possibilidade de amplificacdo de DNA gendmico durante a reacdo de PCR em
tempo real, as amostras de RNA foram tratadas com 1 unidade de DNAse
(Ambion - Applied Byosystems, Foster City, CA), conforme instrucbes do
fabricante. Em seguida, foi adicionado 2,0 uL do oligonucleotideo iniciador
contendo oligo dTiz1s [0,75 pg] + 3ug/uL de hexameros randdémicos (Applied
Scientific), e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 70°C e transferidas
rapidamente para um banho de gelo. Em cada tubo foi adicionado 18 puL de uma
solucdo com os seguintes reagentes: 10 uL do tampéo de sintese 5x concentrado,
2,5 uL de dNTP (10mM), 5 uL de DTT 0,1M (ditioteitrol) e 0,5 uL de Superscript
R/T Il (200 U/uL) (Invitrogen). As amostras foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente, sendo entédo transferidas para 40°C por 50 minutos com
posterior incubacdo a 90°C por 5 minutos. Apdés o término, as amostras foram

armazenadas a —80°C até o momento do uso.

4.3. Protocolo de RT-PCR em tempo real

A reacdo de RT-PCR em tempo real foi realizada em placa de 48 pocos
(Applied Biosystems). Em cada pogo da placa foi adicionado 3 uL do cDNA, 1 uL
do primer sense e 1uL do primer antisense diluidos na concentracdo de uso (80
pM/reacdo) e 5 pL de SYBR® Green master mix (Applied Biosystems). Nas tabelas
[, Il e lll estédo descritas as sequéncias dos primers utilizados. Para os marcadores
gue ndo encontramos sequéncias disponiveis na literatura, utilizamos o nimero de
acesso do RNAm obtido no PUBMED e procedemos ao desenho do primer com o
programa Primer Express (Applied Biosystems). Para cada experimento correu-se

um controle negativo substituindo a amostra de cDNA por agua DEPC e um
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controle positivo no qual utilizamos amostras de cDNA de CMSP estimuladas com
PMA ou LPS. A reacgéo foi realizada em equipamento de PCR em tempo real
(StepOne - Applied Biosystems) e submetidas a 40 ciclos de amplificacdo
(programacéao padrédo do equipamento). Os experimentos de célculo da eficiéncia
da reagao foram realizados em triplicata, enquanto que a amplificacdo de RNAmM
das amostras foi realizadas em duplicata. A especificidade dos produtos obtidos
foi confirmada pela analise da curva de melting. Os resultados obtidos foram
normalizados utilizando-se pelo menos 2 dos seguintes genes de referéncia:
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), UBC (ubiquitina) e YWHAZ
(proteina de ativagdo tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5-monooxigenase,

polipeptideo zeta).
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Tabela | — Sequiéncia dos primers utilizados para amplificacdo do RNAmM de genes

de expresséo constitutiva e citocinas relacionadas a resposta Tyl17

Primer Sequéncia
sense — 5 CCACATCGCTCAGACACC AT -3
GAPDH antisense — 5GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT -3’
sense — 5 ATTTGGGTCGCGGTTCTTG -3
uBC antisense — 5 TGCCTTGACATTCTCGATGGT - 3’
sense — 5 ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA - 3
YWHAZ antisense — 5 CCGCCAGGACAAACCAGTAT -3
sense — 5 AGAGGGACTCCTTGCCTCTC - 3’
Rorc antisense — 5 CAGCATCTGCTCACTTCCAA -3
sense — 5AATCTCCACCGCAATGAGGA - 3
1 antisense - 5ACGTTCCCATCAGCGTTGA -3
sense — 5 CTACTATGTGGCGGGCATTT -3
L antisense — 5 TCGGCACTAGCGGTTAAGTT -3
sense — 5 CTCAGTGCCAGCAGCTTTCAC - 3
IL-23p19 antisense — 5 TCTCTTAGATCCATGTGTCCCACTAG -3
sense — 5 CCATCTCGGATCTGCTCTTT -3’
CCR4 antisense — 5 AGCCCACCAAGTACATCCAG -3
sense — 5 TGGTGAGCTGGAGTCATCAG -3
CCRe antisense — 5 CACTCCCTTCAGCCTCACTC -3’
sense — 5 CTGGCTGCTTTGATGTCAGT - 3
CeL20 antisense — 5 CGTGTGAAGCCCACAATAAA -3
. sense — 5 GCAGGCTTGACAAGTCCAACT - 3

antisense — 5 GCCTCCTTAGCCAGCATGAA -3’
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Tabela Il — SeqUéncia dos primers utilizados para amplificacdo do RNAm de

genes relacionados a resposta Tyl e T2 e de genes de citocinas pro-inflamatérias

classicas
Primer Sequéncia
sense — 5 CTAATTATTCGGTAACTGACTTGA - 3’
PNy antisense — 5 ACAGTTCAGCCATCACTTGGA - 3
sense — 5 GCGCCAGGAAGTTTCATTT -3
T-bet antisense — 5’ CATTCTGGTAGGCAGTCACG — 3
sense — 5 AAGACATCCAGACCAGAAAC -3
CATAS antisense — 5 GTTAAACGAGCTGTTCTTGGG - 3’
sense — 5 AGTCCCTGGGTCTTAAGTGAA AG - 3’
e antisense — 5 CAAGAAGGCCACAGAACTGAA -3’
sense — 5 CCTGGACCACCTCAGTTTGG -3
L-12p35 antisense — 5 TGAAGGCATGGGAACATTCC -3’
sense — 5 CACGATGCACCTGTACGATCA -3
16 antisense — 5 AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT - &
sense — 5 GGTACATCCTCGACGGCATCT -3
e antisense — 5 GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC -3
sense — 5 TGGCCCAGGCAGTCAGA - 3’
TNF-a

antisense — 5 GGTTTGCTACAACATGGGCTACA -3’
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Tabela Ill — Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo do RNAmM de

genes relacionados ao controle da resposta inflamatéria, genes relacionados a

degradacao da matriz extracelular, e genes relacionados a resposta citotoxica

Primer Sequéncia
- sense — 5 CTGAGCCCTCTCACCTTGTC -3
Granulisina
antisense — 5 GGAGAGTGGATTCTGGATCG -3
_ sense — 5 AAGAGTTTCCCTATCCATGCTATGA -3
Granzima A
antisense — 5 TTTGCTTTTTCCGTCAGCTGTA -3
sense — 5 TGCAACCAATCCTGCTTCTG -3
Granzima B
antisense — 5 CGATGATCTCCCCTGCATCT -3
sense — 5 AAGCCCTCCGCCATTCTC -3
Perforina
antisense — 5 AACAGCCTCTTGGCCTTCTG -3
VIV sense - 5-ACGCACGACGTCTTCCAGTAC- 3’
antisense - 5-TCCGGGAACTCACGCG- 3
TIMP-1 sense - 5-GGCTTCACCAAGACCTACA- 3
antisense - 5 -TTGCAGGGGATGGATAAA- 3
ey sense — 5 GAAACAGCAGATTCCCAGAGTTC -3’
antisense — 5 ATGGCCCAGCGGATGAG -3’
10 sense — 5 GGCCAGGGCACCCAGTCT -3
antisense — 5 TCGAAGCATGTTAGGCAGGTT -3
TGF sense — 5 TGAGGGCTTTCGCCTTAG C -3
B antisense — 5 CGGTAGTGAACCCGTTGATGT -3
L7 sense — 5 AAGTTCTGATCTGCCAGTTCCACTA 3
-27r
antisense — 5 GCTCCAAATCTTGGATCTCAACA -3’
ERI3 sense — 5 CCGTGTCCTTCATTGCCACGTACAG -3

antisense — GGTGACATTGAGCACGTAGGGAGCCAT -3’
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4.4. Avaliacéo da integridade do RNA total obtido apds extragéo

O RNA total foi extraido de lesé@o aterosclerdtica ou células mononucleares
do sangue periférico, conforme descrito acima e quantificado no espectrofotémetro
NanoDrop. Algumas amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1% e coradas com brometo de etidio para a avaliagdo das bandas 25S
e 18S. A andlise do gel permitiu constatar que a técnica resulta na recuperacao de

RNA de boa qualidade, uma vez que o padrdo de bandas obtido foi o esperado
(fig. 1).

25S

18S

Figura 1: Gel de agarose onde podem ser observadas bandas caracteristicas
correspondentes ao RNA

4.5. Avaliacao da especificidade dos primers

Para avaliar a especificidade dos primers, para cada gene foi elaborada
uma curva de melting (aquecimento gradual da amostra amplificada de 60°C a
95°C, com incremento de 0,3°C) na qual é possivel observar a temperatura em
gue ocorre a dissociacao da dupla fita de DNA dos produtos amplificados. Como
essa temperatura depende do tamanho e da composi¢cdo de bases nitrogenadas
de cada produto, para cada gene analisado deve haver a formacgéo de apenas um
pico, com uma temperatura caracteristica para cada produto de amplificacéo (fig
2).
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Figura 2: Curvas de melting representativas da amplificacdo do RNAm para (A)
YWHAZ, (B) IL-17 e (C) IFN-y. As reag0es utilizando os primers na concentracao
ideal podem ser consideradas especificas, uma vez que todas as amostras
testadas apresentam temperatura de melting idénticas (em destaque em cada

gréfico).

4.6. Avaliacao da eficiéncia da reacao de amplificacao

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo também foi determinada para cada
gene analisado (fig. 3). Todos os testes foram realizados em triplicata utilizando
amostras de cDNA na concentracdo de 30 ug (primeiro ponto) seguido de
diluicdes de forma seriada na proporcao de 1:2 (total de 5 a 6 pontos). Apds o
término da reacdo foi elaborada uma curva padréo, por meio da qual foi calculada
a eficiéncia (E) e a correlacdo entre os pontos da curva (R?). A eficiéncia da
reacao (E) indica a capacidade de amplificacdo dos reagentes utilizados (primers
e enzima) a cada ciclo. Uma eficiéncia de 100% indica que a cada ciclo a
quantidade de produto em cada reacdo dobra. De acordo com a literatura, sédo
consideradas satisfatorias reacdes com eficiéncia entre 90 a 110%. Os valores de
R? indicam a reprodutibilidade da pipetagem dos reagentes, sendo satisfatorios

valores de R? de ao menos 0,90.
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Na figura abaixo (fig. 3) estdo representadas as curvas de amplificacado das

amostras diluidas seriadamente (lado esquerdo) e a curva padrédo obtida, com os

respectivos valores de eficiéncia (E) e R? dos genes YWHAZ (A), da IL-17 (B) e do

IFN-y (C). Todas as reag0des resultaram em valores dentro das faixas consideradas

satisfatorias. Os valores de eficiéncia de amplificacdo de cada gene foram

utilizados para o calculo da expresséo relativa dos genes de interesse, conforme

descrito no proximo item.
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Figura 3: Graficos representativos de amplificacdo (esquerda) e curva padrao
(direita) obtidos nos testes de padronizacdo da eficiéncia das rea¢cdes de RT-PCR
em tempo real para quantificacdo do RNAm de (A) YWHAZ, (B) IL-17 e (C) IFN-y.
Todos os testes foram realizados em triplicata utilizando amostras de cDNA na
concentracdo de 30 pg seguidas de diluicdo seriada na proporcdo de 1:2. Os
graficos mostram a amplificacdo do material de acordo com a diluicdo das
amostras (lado esquerdo), a partir da qual foi gerada a curva padrdo expressa
como a média dos Cts em funcéo da diluicdo da amostra (direita). Os valores de

R? e da eficiéncia da reacdo estdo destacados em cada grafico.
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4.7. Validag&o dos resultados de RT-PCR em tempo real: normalizagdo com
genes de referéncia

A andlise dos resultados foi feita pelo método descrito por Vandensompele
et al. (129), no qual séo utilizados pelo menos dois genes de expressao
constitutiva para a normalizacdo da expressao do gene de interesse. A utilizacao
de multiplos genes para a normalizagdo visa garantir a confiabilidade na
estabilidade dos genes utilizados como referéncia. Esta medida é baseada no
principio de que a razédo ideal de expressdo dos genes controles € idéntica em
todas as amostras, independente da condicdo experimental. Tal calculo é feito
pelo programa GeNorm — Visual Basic Application, disponivel gratuitamente na

Internet.

Para a utlizacdo do programa primeiramente os dados obtidos na
amplificacdo de cada gene em cada amostra (controles e de interesse) séo
transformados em quantidades relativas de acordo com a seguinte férmula:

Q -E (Ct minimo — Ct da amostra)

Q corresponde a quantidade relativa de cada gene e € igual a E (eficiéncia
do primer, valor obtido no teste de eficiéncia) elevado ao Ct minimo (menor Ct
obtido dentre as amostras testadas para determinado gene) menos o Ct da

amostra (Ct obtido de cada amostra analisada).

Os valores de Q obtidos dos genes controle (GAPDH, UBC e YWHAZ) em
cada amostra séo entdo inseridos na planilha do programa (GeNorm) que calcula
os valores médios de estabilidade do gene, frente as diferentes condi¢cdes
experimentais (M). O valor de M é variavel, e em geral espera-se que se obtenha
um valor menor que 1,5. Para os genes que foram utilizados como controle
obtivemos valores dentro da faixa indicada. Apds o calculo do valor M o programa
fornece um fator de normalizacdo (F) para cada amostra, que € entdo utilizado
para o célculo da expressao relativa dos genes de interesse (divide-se o valor de
Q obtido para o gene de interesse em cada amostra pelo fator de normalizacao

correspondente).
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4.8. Eliminagdo da contaminag&o das amostras de RNA por DNA genomico

As reacOes de RT-PCR podem apresentar o inconveniente de amplificar
DNA gendmico (130). Dependendo do método de extracdo utilizado, pequenas
guantidades de DNA genbmico podem estar presentes na amostra
comprometendo os resultados obtidos. Diversos métodos podem ser empregados
para evitar esse tipo de interferéncia, entre eles o tratamento com DNAse apds a

extracdo do RNA.

Para testar nosso protocolo de eliminacdo do DNA gendmico, avaliamos a
reagcdo de PCR para B-actina em amostras de RNA proveniente de CMSPs
estimulados com LPS, tratados ou ndo com 1 unidade de DNAse por 30 minutos.
O resultado obtido permitiu verificar que o tratamento ndo inibiu a amplificacado dos
produtos especificos de PCR representados pelas bandas referentes a B-actina
(fig. 4, amostras 4 e 5). Entretanto, a amplificagdo da amostra de DNA gendmico

foi completamente inibida com a utilizacdo da DNAse (fig. 4, amostra 6).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 4: Eliminagdo de DNA gendmico em amostras de cDNA. Amplificagcédo de
B-actina em amostras de RNA estimuladas com 10 pg/mL de LPS por 24 horas ou
DNA gendmico extraido de mondcitos ex-vivo. (1) RNA ex-vivo; (2) RNA de
monaocitos estimulados com LPS; (3) DNA gendmico; (4) RNA ex-vivo tratado com
DNAse; (5) RNA de mondécitos estimulados com LPS tratado com DNAse; (6) DNA
gendmico tratado com DNAse; (7) Controle negativo.

62



5. IMUNOISTOQUIMICA

5.1. Amostras
As placas ateroscleroéticas retiradas cirurgicamente foram colocadas em
frascos conicos tipo Falcon de 50 mL contendo formol a 4% e encaminhadas ao

laboratorio, onde foram seccionadas e incluidas em parafina.

5.2. Reac¢do de Imunoistoquimica

Cortes seriados de 4 um foram desparafinizados e hidratados; a
recuperacdo antigénica foi feita com tampao especifico para cada anticorpo
(citrato pH 6.0 ou Tris-EDTA pH 8.0) em steamer durante 45 minutos. As proximas
etapas foram realizadas utilizando o kit NovoLink Polymer Detection System
(Novocastra®, Newcastle, England) de acordo com os procedimentos estipulados
pelo fabricante. Foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com H,0O, 10
volumes, seguido de incubacdo com reagente de bloqueio para proteinas, com
posterior lavagem e incubacdo com os anticorpos primarios (tabela 1V), overnight.
Em seguida os cortes foram lavados e as reagbes reveladas com o sistema
Novolink, conforme indicacbes do fabricante. Neste processo 0s cortes séo
incubados com o reagente pds-primario (promove a formacéo de poros na célula
facilitando a entrada do polimero), lavados e incubados com o anticorpo
secundéario conjugado a um polimero. As marcacbes sdo reveladas com a
utilizagcado do substrato 3,3’- diaminobenzidina (DAB). Ap6s o término da reacéo,
as laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas com entelan (Sigma).

Marcacoes positivas foram identificadas pela presenca de coloragdo marrom.
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Tabela IV — Anticorpos utilizados na reacdo de imunoistoquimica

Anticorpo Fabricante
anti-CD3 DAKO
anti-CD8 DAKO

anti-CD68 DAKO

anti-ICAM-1 Santa Cruz
anti-IFN-y Santa Cruz
anti-1L-1p Santa Cruz
anti-IL-10 Santa Cruz
anti-IL-17 Santa Cruz
anti-IL-18 Santa Cruz
anti-1L-23p19 BioLegend
anti-TGF-p Santa Cruz
anti-granzima B Santa Cruz
anti-granzima A Santa Cruz
anti-granulisina Santa Cruz
anti-perforina Santa Cruz

6. Estimulacdo in vitro de fragmentos de tecido contendo a leséo
aterosclerética

Amostras de placa ateroscleréticas obtidas apés cirurgia foram cortadas em
pequenos fragmentos distribuidos em volumes iguais em pocos de placas de
cultura (24 pocos) com 1 mL de meio RPMI suplementado (soro AB 10% + L-
glutamina [2mM] + gentamicina [5ug/mL]). Em seguida os fragmentos de tecido
foram estimulados com 10 pg/mL de LPS, 10 ug/mL de PHA, 50 ng/mL de IL-23
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), 5 ng/mL de IL-2 (R&D Systems) ou
1ug/mL de aCD3+aCD28 (BD, Franklin Lakes, NL, USA) por 24 horas em estufa a
5% CO,. Ap6s o periodo de incubacao, o tecido foi coletado para extracdo de RNA
e 0 sobrenadante utilizado para dosagem de IFN-y, IL-1B3, IL-6, IL-10, IL-17 e
MMP9 pelo método de ELISA.
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7. Determinagédo da concentragdo de IL-17 e IL-23 em plasma

Para a determinacdo da concentracdo plasmatica de IL-17 e IL-23, foram
coletadas amostras de sangue periférico dos pacientes submetidos a
endarterectomia antes do procedimento cirdrgico, em tubos contendo heparina

sdodica.

8. Ensaio imunoenzimético para detecgéo de IFN-y, IL-17, IL-1f, IL-6, IL-10, IL-
23 e MMP9

As amostras de sobrenadante de cultura ou plasma heparinizado foram
testadas em duplicata, utilizando-se ensaio imunoenzimatico do tipo sanduiche (kit
Duo Set — R&D Systems - para a deteccao de IFN-y, IL-17, IL-13, IL-6, MMP9 e IL-
10; eBioscience - San Diego, CA, EUA — para a deteccao de IL-23), de acordo
com as instrugbes dos fabricantes. Em resumo, placas de 96 cavidades foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em tampéo PBS (pH 7,2 — 7,4)
durante uma noite a temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes (PBS
— Tween® 20 0,05%) seguidas da adicdo de tamp&o de blogueio (PBS — BSA 1%
- 0,05% NaN3) e incubacédo por 1 hora a temperatura ambiente. O procedimento
de lavagem foi repetido, seguido da adicdo das amostras referentes a curva
padrdo (sete pontos) e das amostras a serem testadas. Apés incubacdo de 2
horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas seguindo-se a
adicéo de anticorpos de deteccéo biotinilados (diluidos em tamp&o PBS — Tween®
20) e posterior incubacdo de 2 horas a temperatura ambiente. Completado o
tempo repetiu-se o procedimento de lavagem e adicionou-se o complexo
estreptoavidina-peroxidase, seguido de incubacédo por 20 minutos a temperatura
ambiente. A lavagem foi repetida e em seguida foi adicionado o
substrato/cromoégeno (TMB [200 pg/mL] + H,O, [0,03%], diluido em tampao
acetato de sodio/acido acético — 0,1M — pH 5,5), com incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reagéo foi interrompida com a adi¢éo de
H,SO, [2N]. As absorbancias foram determinadas em leitora de ELISA

(Labsystems Multiskan MS, Finlandia) a 450 nm. O limite de detecg¢édo dos ensaios
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utilizados foi de 15,6 pg/mL para IL-17 e IFN-y; 3,9 pg/mL para IL-13; 9,3 pg/mL
para IL-6 e 31,2 pg/mL para MMP9, IL-10 e IL-23.

9. Isolamento de mondcitos/macrofagos e linfocitos da lesdo aterosclerotica

As lesbes obtidas cirurgicamente foram acondicionadas em tubo FALCON de 50
mL contendo meio RPMI (Invitrogen) e transportadas ao laboratorio em gelo. As
amostras foram lavadas duas vezes com meio de cultura, cortadas e incubadas
em placa de cultura (Corning, NY, EUA) por 1,5 hora em meio RPMI
suplementado (soro AB 10% + L-glutamina [2mM] + gentamicina [10ug/mL])
contendo 2 mg/mL de liberase (Blendzymes, Roche Applied Science, Mannheim,
Alemanha) a 37°C em estufa de CO, (5%). Em seguida foi adicionado 2 mL de
soro AB inativado estéril (para bloquear a acdo enzimatica) e o material foi lavado
3 vezes com meio suplementado, transferido para placa de cultura (Corning) e
incubado overnight em meio suplementado contendo 1mg/mL de liberase a 37°C
em estufa de CO; (5%).

ApGs este periodo o material foi lavado 3 vezes com meio suplementado,
ressuspendido em meio de cultura, dissociado usando equipamento Medimachine
(BD Biosciences) e filtrado em dispositivo Filcons (BD Biosciences) com poros de
70 um. Apos a filtracdo, foi realizada a separacdo de células mononucleares por
gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hipaque. As células obtidas foram
ressuspendidas em meio RPMI suplementado e estimuladas por 72 horas com 10
ug/mL de PHA (Sigma) a 37°C em estufa de CO, (5%). Ao término do tempo de
incubacédo, as células foram coletadas e submetidas a imunofluorescéncia para os
marcadores de superficie CD3, CD4, CD8, CD68, CD69, MHC II, CD19, CD56,

CDG62E e marcacao intracelular para as citocinas IL-17 e IFN-y.

10. Imunofluorescéncia e citometria de fluxo
Apés a obtencdo das ceélulas mononucleares, 20 uL da suspensdo de
células (aproximadamente 2 x 10° células) foram transferidas para placas de

microtitulacdo (96 cavidades) contendo a mistura de anticorpos para a marcacao
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de superficie diluidos em 20 uL de PBS-B (PBS-BSA (0,5%), seguido de
incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds a
incubacédo, as placas foram centrifugadas (1250 r.p.m., 10 minutos, temperatura
ambiente), o sobrenadante descartado e adicionado 200 uL do tamp&o PBS-B
seguido de centrifugacdo. Apos nova centrifugacéo o sobrenadante foi descartado,
as células ressuspendidas (vortex) e adicionado 200 pL de formaldeido a 2% em
PBS a cada cavidade, incubando-se por 15 minutos a temperatura ambiente. Apés
nova centrifugacdo as células foram ressuspendidas e adicionado 200 uL de
tampdo de permeabilizacdo (PBS — BSA [0,1%] — Saponina [0,5%]) com
incubacdo da placa por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram
novamente centrifugadas, ressuspendidas, quando entdo foram submetidas a
marcacao intracitoplasmatica com uma mistura de anticorpos diluidos em 20 uL de
tampdo de permeabilizacdo. Ap6s incubacdo em temperatura ambiente por 30
minutos foi adicionado a cada cavidade 150 uL de tampé&o de permeabilizagcéo e a
placa foi centrifugada (1250 r.p.m., 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi
descartado, as células ressupendidas (vortex) em 200 uL de tampao PBS-B-A.
Apbés nova centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 250 uL de
formaldeido a 2%, transferidas para tubos de microtitulagdo e analisadas em
citobmetro de fluxo (FACScalibur — Beckton & Dickinson), por meio de software
especifico (CellQuest — Beckton & Dickinson). As leituras foram realizadas em um
intervalo maximo de 24 horas e os resultados expressos em porcentagem de

células positivas.

11. Anédlise estatistica

Os resultados foram analisados com o software GraphPad 5.0. As
diferencas entre os grupos quanto aos parametros analisados foram avaliadas
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As variacbes dentro do mesmo
grupo, apos diferentes estimulos, foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Foram

consideradas significantes diferengas com valor de p < 0,05.
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1. Parametros clinicos dos pacientes submetidos a endarterectomia

carotidea

Na tabela V estdo descritos os parametros clinicos e bioquimicos dos 41
pacientes submetidos a endarterectomia carotidea incluidos neste estudo. A
média de idade dos pacientes foi de 66,9 anos sendo a maioria das amostras
provenientes de individuos do sexo masculino (33 homens e 8 mulheres). Entre os
fatores de risco para o desenvolvimento de doenca aterosclerotica, pode-se
observar grande incidéncia de hipertensdo arterial (70,7%), seguido por
dislipidemia (63,%), tabagismo (39,0%), diabetes (24,3%) e obesidade (4,8%). Os
esquemas terapéuticos mais frequentemente em uso foram estatina (78,0%) e
aspirina (75,6%), além de inibidores da enzima conversora de angiotensina, -
bloqueadores, insulina, antagonista de calcio e diurético. As doencgas prévias mais
frequentes no grupo estudado foram acidente vascular cerebral (56,0%), doenca
arterial periférica (41,4%) e outras, porém com menor incidéncia (angina estavel e
insuficiéncia cardiaca: 17,0%; angioplastia e revascularizacdo prévia: 9,7%; infarto
agudo do miocardio: 7,3% e angina instavel: 2,4%).
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Tabela V — Parametros clinicos dos pacientes submetidos a endarterectomia

carotidea

Caracteristica

Pacientes (n=41)

Idade, anos

Sexo, homens/mulheres

Hipertenséo arterial (%)
Dislipidemia (%)
Tabagismo (%)

Diabetes (%)
Obesidade (%)

Estatina (%)
Aspirina (%)

IECA (%)
B-bloqueador (%)
Diurético (%)
Antagonista de calcio (%)

Insulina (%)

AVC (%)
Doenca arterial periférica (%)
ICC (%)

AE (%)
Angioplastia (%)
Revascularizacdo prévia (%)
IAM (%)

Al (%)

66,9 (49 — 89)
33/8

29 (70,7)
26 (63,4)
16 (39,0)
10 (24,3)
2 (4,8)

32 (78,0)
31 (75,6)
21 (51,2)
19 (46,3)
12 (29,2)
11 (26,8)
7 (17,0)

23 (56,0)
17 (41,0)
7 (17,0)
7 (17,0)
4 (9,7)
4(9,7)
3(7,3)
1(2,4)

IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina ; AVC: acidente vascular cerebral,

ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva; AE: angina estavel; IAM: infarto agudo do

miocardio; Al: angina estavel
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2. Determinagéo da concentracdo plasmatica de IL-17 e IL-23

A reacdo inflamatoria presente na aterosclerose € considerada de baixa
intensidade (low grade inflammation), devido ao comprometimento de pequenas
areas da vasculatura. Entretanto, alguns marcadores inflamatoérios, como a IL-6 e
a PCR, podem ser detectados no plasma de pacientes com doenga coronariana
em concentracdes mais elevadas, do que em controles saudaveis (133).
Inicialmente procedemos a determinagcdo da concentracdo plasmatica de IL-17 e
IL-23 em pacientes com estenose critica de cardtida e submetidos a
endarterectomia. Em todos os pacientes a concentragdo de IL-17 e IL-23 estavam
abaixo do limite de deteccao do kit utilizado para a dosagem das citocinas (15,6

pg/mL para IL-17 e 31,2 pg/mL para IL-23) (dados ndo mostrados).

Em uma ultima tentativa estimulamos mondcitos em cultura com 20 pg/mL
de LDLox, antigeno abundantemente presente nas placas ateroscleréticas.
Novamente ndo foi detectada a presenca de IL-23 e tampouco de IL-17 pelo

método empregado (ELISA, dados ndo mostrados).
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3. Analise da expressao génica em amostras de les@o aterosclerotica

A andlise da expressdo génica foi realizada em dezoito fragmentos de
ateroma e em trés amostras de artéria carétida controle obtidas de doadores de
orgaos. As caracteristicas clinicas dos pacientes que participaram do estudo estéao
descritas na tabela VI. A maioria das amostras foi obtida de pacientes do sexo
masculino (homens: 83,3%; mulheres: 16,6%) com idade média de 65,6 anos (49
a 89 anos). Quanto aos fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose a
maioria dos pacientes apresentou dislipidemia (72,2%), hipertensdo arterial
(61,1%) e estavam em uso de aspirina (83,3%) e estatina (77,7%). A maioria das
amostras (83,3%) foi obtida de pacientes considerados assintoméaticos, segundo

0s critérios descritos em Casuistica e Métodos (item 1).

Os resultados da anélise da expressao génica foram reunidos em 6 grupos:
genes relacionados a resposta Tyl7; genes relacionados a resposta Tyl e Ty2;
genes de citocinas pré-inflamatorias classicas; genes relacionados ao controle da
resposta inflamatoria; genes relacionados a degradacdo da matriz extracelular e

genes relacionados a resposta citotéxica.
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Tabela VI — Parametros clinicos dos pacientes cujas amostras foram utilizadas para analise de expressao génica

Paciente Idade Sexo HAS Tabagismo Dislipidemia Obesidade Diabetes Classificacdo Estatina Aspirina IECA

1 71 M - - + - - assintomatico

2 57 M - - - - - assintomatico - + +
3 78 M + - + - - assintomatico + + +
4 52 M + + + - + assintomético + + +
5 64 F + + + + - assintomético + + +
6 76 M + - + - - assintomético + + +
7 89 M - + - - - assintomético - + +
8 71 M - - + - - assintomético + + +
9 49 F - + + - - assintomético + + -
10 60 M + + - - - assintomatico + + +
11 60 M + - + + - assintomatico + - -
12 62 M - + - - - assintomético

13 69 M + - + - - sintomatico + + -
14 60 M + - + - + assintomatico + + +
15 65 M + + + - - sintomatico + + -
16 70 M + - + - - assintomético + + -
17 61 F + - + - - sintomatico + + -
18 67 M - + - - - assintomaico + + -
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3.1. Expressdao de genes relacionados a resposta Tyl7

Para a caracterizacdo da resposta Tyl7 nas placas ateroscleréticas
analisamos diferentes mediadores (citocinas, quimiocinas, receptores de
quimiocinas e fatores de transcricdo) relacionados. Embora todas as placas
expressassem RNAmM para o receptor de IL-17, a deteccdo do RNAm para IL-17
foi rara nos pacientes (11%) e ausente nos controles (fig. 5).

A expressao do fator de transcricdo Roryt € necessaria e suficiente para o
controle da transcricdo da IL-17 e para a diferenciacdo de células Tyl7 a partir de
células T naive (91). Em nosso estudo detectamos o RNAm para RorC em 83%
das placas de pacientes (fig. 5), e também em amostras controle, mas em
quantidade significativamente menor (fig. 7).

A sobrevivéncia dos linfécitos Tyl7 nos tecidos é promovida pela citocina
IL-23 (92), composta de duas subunidades: a p40, compartilhada com a IL-12 e a
pl9 que a caracteriza (131). A analise do RNAmM mostrou expresséao de IL-23p19
em todas as amostras de pacientes analisadas (fig. 5). Além disso, a expressao do
RNAm para IL-23p19 foi significativamente maior nos pacientes, comparada ao
grupo controle (fig.7).

Os linfocitos Tyl7 podem ser caracterizados pela producédo de citocinas,
como a IL-22 (132); pela produgdo da quimiocina CCL20, envolvida em
mecanismos de recrutamento de células Tyl7 para os tecidos (acdo autocrina); e
pela expressdo dos receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6, que garantem a
sua mobilizac&o para os tecidos inflamados (99). A analise da expressédo génica
mostrou RNAm para CCR6, CCR4, CCL20 e IL-22 em 94%, 89%, 50% e 44% das
amostras de pacientes analisadas, respectivamente (fig. 6). Entretanto, diferencas
significativas entre pacientes e controles foram observadas apenas em relacdo ao
CCRA4 (fig. 7).
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3.2. Expressdao de genes relacionados as respostas Tyl e Th2

A resposta inflamatoria na aterosclerose tem sido, habitualmente,
relacionada a presenca de linfocitos Tyl produtores de IFN-y, que promovem
mecanismos de ruptura da lesédo (7). Células Ty2 também ja foram descritas nas
lesGes ateroscleroticas, embora seu papel ainda ndo esteja totalmente elucidado,
podendo ter tanto acdo pro-inflamatéria como anti-inflamatéria (133). Trabalhos
recentes mostraram que a presenca de linfocitos TCD4" Tyl ou T2 podem inibir a

polarizacéo de células Ty17 (86).

A expressédo de genes relacionados a resposta Tyl, como IFN-y, IL-2, T-bet
(fator de transcricdo especifico desta populacéo celular) e a subunidade p35 da IL-
12 (IL-12p35) foi detectada na maioria das placas de pacientes (77%, 66%, 94% e
83%, respectivamente), mas, praticamente ausente nos controles (fig. 8).
Entretanto, em termos comparativos, apenas a expressao do RNAm para IFN-y foi
significativamente maior no grupo de pacientes, em relagao aos controles (fig.10).
Por outro lado, a expressdo de GATA-3, principal fator de transcricdo das
célulasTy2, foi observada em todas as amostras de pacientes analisadas (100%) e
em concentracdes significativamente maiores do que nas amostras controle (figs.
9 e 10).

80



IFN-y

0.050- IL-2
0.09-
S
ks s
9] T 0.06
3 0.025- o
a 8
g A
=3 2 0.03
w >
Ll
0.000- — — 0.004
12 38 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 ' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Pacientes Pacientes
T-bet
IL-12p35
4_
8ﬁ
s
= ©
g 2 E
© [
g 14 [ | g
B 1.0 g 4
%] [}
5 &
L% 0.5 g 2
0.0- ol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Resultados Pacientes

Figura 8 — Expressao génica de marcadores (IFN-y, IL-2, T-bet e IL-12p35) relacionados a resposta Tyl em fragmentos de ateroma. As amostras

de leséo correspondem as barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se as artérias controle.

81



GATA-3

Expresséo relativa

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Pacientes

Y

Figura 9 — Expressédo génica de marcador (GATA-3) relacionado a resposta Ty2 em
fragmentos de ateroma. As amostras de lesdo correspondem as barras 1 a 18. As
amostras 19, 20 e 21 referem-se as artérias controle.

IEN-y GATA-3
8_
*
0.05+ *
| ] g ]
.= 64
_g 0.04+ =
ks = © [ |
2 0.031
o 1% 44 ] -.
T a ]
179} 7] ]
8 0.024 :. o JT
3 £ 2- Ny
M 001y — mwh— w [ v
—'—
"t v [
0.00 . ¥ 0 : ¥
Pacientes Controles Ateroma Controle

Figura 10 — Expressao relativa do RNAm de genes relacionados a resposta Tyl e
T2 em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. Mann Whitney

82



3.3. Expressédo de genes de citocinas pro-inflamatdrias classicas

Os macréfagos e as células espumosas sao os tipos celulares mais
abundantes da lesdo aterosclerética. A ativacdo dessas células promove a
liberacdo de diversos mediadores da resposta inflamatdria, como as citocinas da
imunidade inata (IL-1B, IL-6, TNF-a). Além disso, o reconhecimento de antigenos
presentes na placa por macrofagos, por intermédio dos receptores que
reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos (PRRs), com sua
posterior ativacdo € uma etapa crucial para o direcionamento da resposta

imunologica adaptativa (134).

O RNAmM para IL-13 e TNF-a foi detectado em todas as amostras de
pacientes analisadas (100%) e em concentracao relativa mais elevada do que nos
controles (figs. 11 e 12). Por outro lado, ndo houve diferenga entre pacientes e
controles no que se refere a expressdo do RNAm para IL-6, que foi muito baixa

em todas as amostras (figs.11 e 12).
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3.4. Expresséao de genes relacionados ao controle da resposta inflamatoria

Trabalhos recentes tém demonstrado a presenca concomitante de
mediadores inflamatérios e anti-inflamatorios nas lesbes aterosclerosclerdticas
(135), estes dltimos com a importante funcdo de controlar a resposta
inflamatoéria/imunolégica exacerbada, que resulta em destruicdo tecidual e

agravamento do quadro.

A IL-10 inibe processos que levam a progressao, ruptura e trombose da
placa, incluindo producéo de citocinas e MMPs (como a MMP-9) (136). Em nosso
estudo detectamos RNAm para IL-10 na grande maioria das placas de pacientes
(89%) e em quantidades significantemente mais elevadas que nas artérias
controle (figs. 13 e 14).

Por outro lado, em relacdo a expressdo de TGF-B, outra citocina com
atividade inibitéria, ndo houve diferenga significativa entre pacientes e controles
(figs. 13 e 14).
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Células T regulatorias naturais e induzidas (Treg) apresentam como fator de
transcricdo a molécula FOXP3 e exercem sua atividade supressora por intermédio
da producdo de citocinas inibitérias como a IL-10 e o TGF-B. Estudo recente
relatou a presenca de células Treg em lesBGes aterosclerdticas e seu papel no
controle da inflamacao local foi aventado (112). Em concordancia, a maioria (89%)
das placas analisadas em nosso estudo mostraram expressdo do RNAm para
FOXP3 e em quantidade mais elevada do que nos controles (Figs 13 e 14).

Outro grupo de células com carater regulatério pode ser induzido na
presenca de IL-27. Essas células sdo denominadas T regulatorias 1 (Trl) e inibem
a resposta inflamatéria pela producdo de IL-10 (137). Foi demonstrado que a
transferéncia adotiva de células Trl para animais propensos a desenvolver
aterosclerose (Apo-E™) resulta na reducéo das lesdes (138).

A IL-27 e a IL-35, outra citocina relacionada a resposta inibitoria das células
Treg, compartilham a cadeia EBI3, que na IL-27 é associada a p28 e na IL-35 a
p35 (139). Todas as amostras de placa aterosclerética mostraram expressao do
RNAm para IL-27r e EBI3 e em quantidade mais elevada do que nas artérias
controle (figs. 13 e 14).
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3.5. Expresséao de genes relacionados a degradagcdo da matriz extracelular

Macréfagos e as células espumosas, apds serem ativados por citocinas
produzem mediadores envolvidos com mecanismos de ruptura das lesées como
as metaloproteinases (MMP), principalmente a MMP9 (7). A analise da expressao
génica mostrou que 94% das amostras de lesdo analisadas apresentaram
expressdo do RNAm para MMP9 (fig. 15), e em concentracbes maiores que 0

grupo controle (fig. 16)

Finalmente, dada a importancia das metaloproteinases como a MMP9 na
ruptura das lesbes aterosclerdticas, julgamos interessante avaliar a expresséo de
TIMP-1, seu inibidor endégeno. Assim como para a MMP9, o RNAm para TIMP-1
foi detectado em 94% das placas analisadas em concentracdo relativa maior que

nos controles (Figs 15 e 16).
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Figura 15 — Expressédo génica de marcadores (MMP9 e TIMP-1) relacionados com
0s mecanismos de degradacao de matriz extracelular em fragmentos de ateroma.
As amostras de lesdo correspondem as barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21

referem-se as artérias controle.
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Figura 16 — Expressao relativa do RNAm de genes relacionados com mecanismos
de degradacdo de matriz extracelular em fragmentos de ateroma e artérias

controle. * p < 0,05. Mann Whitney

3.6. Expresséao de genes relacionados a resposta citotéxica

Trabalhos recentes sugerem que a granzima B, granulo citotéxico produzido
primordialmente por células T citotdxicas e células NK, com estabelecida fungéo
na lise de células infectadas e neoplasicas, pode também estar envolvida no
remodelamento da matriz extracelular em varias doencas inflamatérias (140).
Entretanto, a participacdo desta e outras moléculas citotoxicas foram pouco
exploradas na aterosclerose.

Analisamos a expresséo génica de 4 moléculas citotoxicas nas amostras de
placa ateroscleréticas e artérias controle. Observamos elevada expressdo do
RNAmM para granulisina (100%), granzima A (94%), granzima B (88%) e perforina
(100%) nas amostras de lesdo (fig. 17). Com excecao da granzima B, as placas
ateroscleroticas de pacientes expressaram niveis significantemente maiores de

granzima A, perforina e granulisina do que as artérias controle (fig. 18).
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4. Analise histolégica e imunoistoquimica

Para a analise histologica e imunoistoquimica foram utilizadas 14 amostras
de leséo aterosclerotica, classificadas em estaveis ou instaveis, de acordo com a
presenca de cristais de colesterol (fig. 19A), calcificacdo (fig.19A), necrose (fig.
19B) e macrofagos (células CD68Y) (fig. 20). Além desses, outros parametros
foram avaliados por imunoistoquimica, com o objetivo de caracterizar a resposta

inflamatoria/imunolégica presente na placa aterosclerotica.

As tabelas VII e VIII resumem o0s principais resultados encontrados,
incluindo a semi-quantificacdo dos parametros avaliados, expressa em cruzes da
seguinte forma: (+) marcadores positivos em um campo de maior aumento (x40),
(++) em 2 ou 3 campos, (+++) em mais de 3 campos.

Aproximadamente 50% das amostras receberam a classificacao estavel por
apresentar pequena quantidade de cristais de colesterol, necrose, calcificacdo e
células CD68" (fig. 19 e 21A), além da expressido de citocinas pro-inflamatorias.
Em contrapartida, 42,8% das amostras analisadas apresentaram fenotipo instavel,
com grande quantidade de cristais de colesterol, necrose, calcificacdo e
macréfagos. Em trés casos que apresentavam resposta inflamatéria intensa foram
observadas células multinucleadas (fig. 21B).

Um aspecto importante a ser salientado é que devido a técnica cirdrgica, as
amostras obtidas continham apenas a camada intima. Em poucas amostras foram
visualizados resquicios da camada média, reconhecida pela presenca de células

musculares lisas.
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Tabela VIl — Fendtipo das lesdes utilizadas nas analises de imunoistoquimica

Macréfago Cristais de _
Amostra Calcificacdo Necrose Fendtipo
(CD68") colesterol
1 + - +++ - Estavel
2 + +++ + ++ Estavel
3 4 +++ +++ +++ Instavel
4 4+ +++ +++ +++ Instavel
5 ++ - - + Estavel
6 +++ + +++ +++ Instavel
7 ++ +++ ++ +++ Instavel
8 ++ +++ +++ +++ Instavel
9 + + ++ + Estavel
10 ++ ++ +++ ++ Intermediaria
11 + - + - Estavel
12 + + ++ + Estavel
13 + + + ++ Estavel
14 4 +++ +++ +++ Instavel

* presenca de algumas células multinucleadas

** grande quantidade de células multinucleadas
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Figura 19 — A- Placa aterosclerética instavel. Observar os numerosos cristais de
colesterol (seta) e foco de calcificacdo (asterisco) (HEX100), B- Nesta area a placa

apresenta abundante material necratico.
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Figura 20 — Placa aterosclerética instavel. Notar infiltrado inflamatério contendo
numerosos macréfagos CD68" (cor marrom). Varios macréfagos mostram
citoplasma amplo e espumoso (a esquerda) (imunoistoquimica, anticorpo anti-
CD68 x 400).

Citocinas e outros mediadores detectados por imunoistoquimica também
foram semi-quantificados conforme descrito acima e relacionados com o fenétipo
das lesdes. Como podemos observar na tabela XI, as lesGes instaveis
apresentaram maior quantidade de citocinas pré-inflamatoérias IL-1, IL-23 e IL-18.
Além disso, essas mesmas lesdes instaveis apresentaram grande quantidade de

marcacdes positivas para as citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-p.
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Tabela VIl — Anélise semi-quantitativa das reac6es imunoistoquimicas

Placa IL-17 IL-23 IL-18 IL-18 [IFN-y ICAM-1 IL-10 TGF-8 Fenadtipo

1 - - + - - + - - Estavel
2 - + + + - + + + Estavel
3 - + +++ ++ - +++ ++ ++ Instavel
4 - +++ +++ +++ - +++ +++ ++ Instavel
5 - - - - - + - - Estavel
6 - ++ + - - +++ +++ +++ Instavel
7 - ++ ++ ++ - +++ - +++ Instavel
8 - +++ ++ + - +++ +++ - Instavel
9 . + + + - + ++ ++ Estavel
10 - ++ ++ + - ++ ++ - Intermediaria
11 } - - - - + - - Estavel
12 - - - + - + - + Estavel
13 - + + + - + - + Estavel
14 - ++ ++ + - +++ - + Instavel
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Figura 21 — A- Placa aterosclerética estavel: notar a pequena quantidade de
cristais de colesterol e discreto infiltrado inflamatério. B- Placa instavel: notar o
intenso infiltrado celular, com varias células mononucleadas (seta) e frequentes

cristais de colesterol (HE x 400).
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Na tentativa de confirmar os resultados obtidos na analise da expressédo
génica realizamos a pesquisa das proteinas correspondentes por
imunoistoquimica. N&do foram analisados todos os marcadores devido a
indisponibilidade de anticorpos especificos no mercado.

A marcagéo para IL-17 e IFN-y (dado ndo mostrado) foi negativa em todas
as amostras analisadas. Como pode ser visualizado na fig. 22, representativa de
lesédo aterosclerdtica instavel, o intenso infiltrado de macréfagos e linfocitos, ndo

apresenta qualquer marcacao para IL-17.

Figura 22 — Placa aterosclergtica com marcacdo negativa para IL-17. Notar
intenso infiltrado inflamatorio composto de células espumosas e linfocitos.

(imunoistoquimica, anticorpo anti-IL-17 x 400).

hY

Por outro lado, outros mediadores relacionados a resposta Tyl7 foram
detectados nas placas por imunoistoquimica como a IL-23 detectada
principalmente em macrofagos e células gigantes (fig. 23).
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Figura 23 — Placa aterosclerotica corada com anti-IL-23. A - Notar 0S numerosos
macréfagos e células gigantes positivas para IL-23 (cor marrom). (400X) B -
detalhe de célula gigante positiva para IL-23 (1000X). (imunoistoquimica, anticorpo
anti-1L-23).
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Citocinas inflamatérias como a IL-1B (fig. 24) e a IL-18 (fig. 25) também
foram observadas nas placas por imunoistoquimica.
A deteccdo de IL-1B (fig. 24) se deu principalmente em macrofagos e

células espumosas, que apresentaram marcacao citoplasmatica intensa.
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Figura 24 — Placa aterosclerética corada com anti-IL-1p. A - Notar 0s humerosos
macréfagos e células gigantes positivas para IL-1p (cor marrom). (400X).

(imunoistoquimica, anticorpo anti-IL-1(3)

A participacdo da IL-18 na resposta inflamatéria que caracteriza a
aterosclerose foi comprovada em diferentes trabalhos experimentais e em
humanos (141,142). Seu efeito esta relacionado a estimulacdo da producgédo de
outras citocinas inflamatérias como IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-8 e a expressao de
moléculas de adesdo, como a ICAM-1. Nas placas analisadas observamos
expressado de IL-18 em macréfagos e células espumosas em contato com cristais

de colesterol (fig. 26).
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Figura 25 — Placa aterosclerética corada com anti-IL-18. A - Marcacédo positiva em
areas ricas em macrofagos e células espumosas (400X) (B) Marcacao intensa em
macréfagos que estdo em intima associacdo com cristais de colesterol. (1000x)

(imunoistoquimica, anticorpo anti- IL-18).
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O ateroma € caracterizado pela presenca de infiltrado composto de
diferentes células, com predominancia de macréfagos e linfocitos T. Essas células
migram para a intima arterial na dependéncia da expressao de moléculas de
adesdo pelo endotélio. Nossos resultados mostraram marcacao para ICAM-1
pouco intensa nas lesfGes ateroscleréticas classificadas como estaveis (tabela
VIIl). Diferentemente, as placas instaveis, exibiram marcacdo exuberante,

principalmente ao redor de células espumosas e células gigantes (fig. 26).

Figura 26 — Placa aterosclerética instavel com intensa marcagao para ICAM-1 ao

redor de células espumosas e células gigantes. (imunoistoquimica, anticorpo anti-
ICAM-1 x 400).

A resposta anti-inflamatéria na leséo foi confirmada pela deteccdo de TGF-
B (fig. 27A) e IL-10 (fig. 27B) principalmente em macrofagos.
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Figura 27 - Placa aterosclerética corada com A- anti-TGF-B: observar os
macréfagos positivos (cor marrom) agrupados na parte superior do campo; B- anti-
IL-10: notar os numerosos macri6fagos positivos (cor marrom) de permeio ao
infiltrado mononuclear. (imunoistoquimica, anticorpo anti- TGF-f e anti-IL-10, x
400).

104



Trabalho recente mostrou a presenca de granzima B em lesbes
ateroscleroticas humanas sugerindo um possivel papel para esta molécula
citotoxica na instabilidade de lesdes, provavelmente por promover degradacao de
matriz extracelular e apoptose de células musculares lisas (143). Entretanto,
estudos sobre a atividade citotoxica no ateroma sdo raros e sempre focados
apenas na granzima B. Nossos resultados mostraram a presenga de granzima B
(fig. 28A), perforina (fig. 28B) e granulisina (fig. 29) em macréfagos e células
espumosas, ndo sendo observado marcacdes positivas para granzima A (dado
nao mostrado).

Ao fazer a semi-quantificacdo das células positivas, verificamos marcacfes
positivas com maior intensidade, em amostras de ateroma que apresentaram

fendtipo instavel (tabela 1X).

Tabela IX — Andlise semi-quantitativa da resposta citotoxica

Placa Perforina GranzimaB Granulisina  Fenétipo

1 - - + Estavel
2 + + + Estavel
3 + ++ ++ Instavel
4 + ++ ++ Instavel
5 + + - Estavel
6 + + + Instavel
7 + ++ + Instavel
8 + + + Instavel
9 - - - Estavel
10 + + + Intermediaria
11 - - - Estavel
12 - - - Estavel
13 - - - Estavel
14 - - - Instavel
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Figura 28 — Placa aterosclerética corada com A - anti-granzima B e B- anti-
perforina. Marcagao positiva em areas ricas em macrofagos e células espumosas
(imunoistoquimica, anticorpo anti-granzima B e anti-perforina x400).
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Figura 29 — Placa aterosclerotica corada com anti-granulisina. Marcacdo positiva
em macrofagos e células espumosas (imunoistoquimica, anticorpo anti-granulisina
x400)
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5. Citometria de fluxo de lesdo aterosclerdtica humana (n=3)

Com o objetivo de verificar a composicao celular e a producéo de IL-17 por
células da lesdo aterosclerdtica, fragmentos de ateroma foram submetidos a um
processo de digestdo enzimatica com posterior recuperacao e cultura das células

obtidas.

5.1. Estratégia de andlise dos resultados obtidos pela citometria de fluxo

Apoés a marcacéo e leitura das amostras em citdmetro de fluxo, observamos
a presenca de grande quantidade de tecido e células mortas (fig. 30), o que pode
comprometer a andlise por dificultar a determinacdo do gate e identificacdo das
células positivas para cada marcador. Para contornar esse problema, a analise foi
feita utilizando-se back gates (fig. 31). Dessa maneira foi possivel determinar com
maior precisdo a localizacdo dos diferentes tipos celulares e entdo proceder a
andlise (fig. 31).
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Figura 30: Dot Plot representativo da reacdo de citometria de fluxo de lesdo
aterosclerotica humana. A amostra de les&o foi dissociada com o uso de enzimas
(Blendyzime — Roche) com posterior passagem por aparelho de desagregacéo de
tecido (Medimachine — BD) e submetidas a cultura por 72 horas na presenca de
10 pg/mL de PHA. Grafico mostrando a distribuicdo das células por tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC).
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Figura 31: Analise de citometria de fluxo de preparacdo placa de ateroma
utilizando back gates. (A) Inicialmente foi feito um dot plot mostrando as células
CD3" e CD4" estabelecendo o gate 1 no local dessas células. Apds o
estabelecimento do gate no local indicativo de linfocitos T, foi feito um dot plot (B)
analisando as células que estdo no gate 1 por tamanho (FSC) x granulosidade
(SSC) formando o gate 2, que indica o local no qual os linfocitos T estdo
presentes. Estabelecido o gate 2, foram feitos outros dot plots (C, D) separando as
populacdes pelas marcagOes positivas. Podemos observar que nos locais
delimitados pelo circulo vermelho temos as células marcadas somente com um
fluorocromo (CD3") e os locais delimitados com circulo azul, as células duplo-
positivas (T CD3"CD4" ou T CD3*CD8").
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A andlise da preparagdo celular da placa permitiu a deteccdo de células
TCDA4", TCD8", linfocitos T ativados (CD69") e células NK (CD56), além de uma
pequena porcentagem de células MHC classe Il positivas (figura 32). Entretanto
nao foram detectados macrofagos (CD68), linfocitos B (CD19), nem células
endoteliais (CD62E). A frequéncia de células positivas para IFN-y foi 5% e para IL-

17, 1% (dados ndo mostrados).
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Figura 32 — Figura representativa de 3 experimentos de avaliacdo da frequéncia
de células positivas para os marcadores indicados em suspensao celular de placa
de ateroma. A amostra de lesdo aterosclerética foi dissociada com o uso de
enzimas (Blendyzime — Roche) com posterior passagem por aparelho de
desagregacao de tecido (Medimachine — BD) e submetidas a cultura por 72 horas
na presenca de 10 ug/mL de PHA. A porcentagem refere-se células positivas no

gate de linfécitos.
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6. Estimulacdo de placas aterosclerdticas em cultura e quantificacdo de
citocinas (n = 6)

Tendo em vista a auséncia de IL-17 (RNAm e proteina) nas amostras
avaliadas ex vivo, a producdo de ambos foi determinada apds a estimulacdo in
vitro com diferentes estimulos, conforme protocolo adaptado de Niessner et al
(144). Neste experimento, o tecido contendo a lesao foi seccionado em pequenos
fragmentos com o auxilio de uma lamina e cultivado em placas de 24 pocos por 24

horas. Foram analisadas 6 amostras de placas ateroscleroticas.

Os resultados mostraram que a estimulagdo com LPS promoveu aumento
da expressao do RNAm para IL-6 e CCL20 e da expressdo do RNAm e producgéo
da proteina IL-1B e IL-10 (fig 33, 35). A expressdo de MMP9 (RNAm e proteina) foi
semelhante em resposta a todos os estimulos utilizados (figs. 34 e 35).

Em relacéo a IL-17 verificou-se que a estimulacdo com citocinas (IL-23 e IL-
2), mitogeno (PHA) e via receptor de imunidade inata (LPS) ndo promoveram a
producdo de niveis detectaveis da citocina. Entretanto, quando simulamos a
estimulacdo via TCR (anti-CD3+anti-CD28), observamos aumento na expressao
do RNAmM e concentracdes detectaveis de IL-17 nos sobrenadantes de cultura
analisados (figs. 33 e 35).

Finalmente observamos que apenas a estimulacdo com LPS promoveu

aumento na expressao do RNAm para IL-23 (fig. 33).
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Figura 33 — Expressao relativa do RNAmM dos mediadores indicados por amostras
de ateroma submetidas a estimulacdo em cultura. As amostras foram incubadas
por 24 horas na presenca ou auséncia dos seguintes estimulos: 10 ug/mL de LPS;
10 pg/mL de PHA; 50 ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 ug/mL de anti-CD3 + 1
ug/mL de anti-CD28. * p<0,05. Wilcoxon.
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Figura 34 — Expressao relativa do RNAm para MMP9 em amostras de ateroma
submetidas a estimulacdo em cultura. As amostras foram incubadas por 24 horas
na presenca ou auséncia dos seguintes estimulos: 10 pg/mL de LPS; 10 ug/mL de
PHA; 50 ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 ug/mL de anti-CD3 + 1 ug/mL de
anti-CD28. * p<0,05. Wilcoxon.
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Figura 35 — Concentracdes de citocinas em amostras de ateroma submetidas a

estimulacdo em cultura. As amostras foram incubadas por 24 horas na presenca
ou auséncia dos seguintes estimulos: 10 pug/mL de LPS; 10 ug/mL de PHA; 50

ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 pg/mL de anti-CD3 + 1 ug/mL de anti-CD28.
* p<0,05. Wilcoxon.
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Discussao
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Vérias evidéncias fundamentam a idéia que a aterosclerose resulta da
inflamacgéo crénica da intima das artérias, causada por uma reagdo imunolégica
contra autoantigenos (50). Este processo € regulado por uma intrincada rede de
citocinas e quimiocinas, que vem sendo exaustivamente estudadas nos ultimos
anos, com vistas a novas terapias para o controle da doenca.

A IL-17, citocina produzida por uma subpopulacdo de linfécitos denominada
Tyl7, participa da ativacdo inicial do sistema imunolégico e desempenha
importante papel na interface entre a resposta inata e adaptativa. O fato da IL-17
estar envolvida na patogénese de doencas inflamatorias de carater crénico, como
as doencas autoimunes e de induzir a producéo de elevadas concentracdes de IL-
1B, TNF-a, TGF-B, CCL2 e MMPs, mediadores amplamente encontrados na placa,
a tornam um alvo interessante a ser investigado na aterosclerose.

Nosso trabalho teve como objetivo principal estudar os componentes da
resposta Tyl7 na aterosclerose. Inicialmente, avaliamos as concentracfes
plasmaticas desta citocina nos pacientes com estenose de carétida, submetidos a
endarterectomia. Grande parte destes pacientes tinha em seu histérico AVC prévio
e doenca arterial periférica. A maioria também fazia uso de aspirina e estatina,
medicamentos com comprovada acdo anti-inflamatoria. A dosagem plasmatica
revelou niveis indetectaveis de IL-17 em todas as amostras.

Cheng e col (145) verificaram que pacientes com infarto agudo do
miocardio e pacientes com angina instavel possuem um numero maior de
linfocitos TCD4" produtores de IL-17 no sangue circulante, quando comparados
com controles saudaveis. Na mesma linha, foi observado que mulheres obesas,
que tém maior propensdo ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
apresentam concentracdes séricas mais elevadas de IL-17, quando comparadas a
mulheres ndo obesas (146). Entretanto, em concordancia com nossos resultados,
Patel e col (147) constataram nao haver diferenca entre as concentracdes
plasmaticas de IL-17 de pacientes com angina instavel, infarto agudo do miocardio
e individuos controles. Neste trabalho os autores chamam a atencéo para a baixa

sensibilidade do kit empregado para a deteccao de IL-17, que foi 0 mesmo
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utilizado em nosso estudo (15,6 pg/mL), o que explicaria 0s resultados
divergentes.

A deteccédo sistémica de mediadores relacionados a resposta inflamatéria
permitiu avancos substanciais na compreensdo do processo aterosclerdtico (148).
Entretanto, a interpretagdo dos resultados sempre ficou limitada ao fato de
alteracOes locais muitas vezes ndo terem repercussédo sistémica, devido ao
comprometimento de pequenas areas da vasculatura, a vida meédia curta de
alguns mediadores, a presenca de bloqueadores naturais e métodos laboratoriais
de detecc¢do inadequados ou pouco sensiveis.

A utilizacdo de segmento de carétida de pacientes submetidos a
endarterectomia para avaliar a doenca aterosclerética sistémica € bastante
comum (149). Pacientes com estenose de cardtida Sdo mais propensos a
desenvolver doenca aterosclerética cronica em outros locais, comparados a
populacdo saudavel. Além disso, lesBes sintométicas de carétidas apresentam
caracteristicas fenotipicas semelhantes as de placas de artéria coronaria, como
grande infiltrado de macréfagos e presenca de um centro necrotico denso (150), o
que valida sua utilizacdo para estudar a patogénese da aterosclerose. Outro ponto
a ser destacado é que a anadlise da placa permite avaliar localmente o infiltrado
celular e os mediadores inflamatorios, além da associacdo entre eles.

Na tentativa de verificar a resposta Tyl7 in situ, foram analisadas placas
aterosclerdticas de pacientes submetidos a endarterectomia carotidea,
classificados como sintomaticos (17%) e assintomaticos (83%), tendo por base
critérios clinicos descritos na secdo Casuistica e Métodos. Nao houve diferenca
entre 0s grupos (sintomaticos e assintomaticos) em relagcdo a nenhum parametro
analisado no trabalho (expressdo de RNAm e proteina). Este resultado diverge da
maior parte dos trabalhos da literatura, que descrevem maior producdo de
mediadores inflamatorios nas lesdes de pacientes sintomaticos (150),
provavelmente pelo predominio de pacientes assintomaticos em nosso grupo de
estudo.

As amostras coletadas foram classificadas em instaveis ou estaveis,

baseado nos achados histolégicos como o niumero de macrofagos no infiltrado
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celular, a presenca de necrose, cristais de colesterol e calcificacdo. As amostras
consideradas instaveis apresentaram infiltrado inflamatdrio exuberante constituido
basicamente por macrofagos e células espumosas (identificados pela morfologia e
pela marcacdo com anti-CD68) e grande quantidade de cristais de colesterol e
necrose, que indicam lesdo mais avancada. Em algumas placas notou-se a
presenca de células gigantes, formadas a partir da fusdo do citoplasma de
macrofagos ativados que geralmente circundam o antigeno presente no tecido. As
células gigantes sdo comuns em granulomas e a sua presenca na lesao indica um
estado de inflamacao cronica.

A analise da expressdo génica revelou baixas concentracfes relativas do
RNAmM para IL-17 em poucas amostras. Por outro lado observamos expressao
elevada do RNAmM de mediadores relacionados a resposta Tyl7 como o receptor
para IL-17 (IL-17R), IL-23, IL-22, CCL20 (quimiocina envolvida no recrutamento de
células Tyl7), dos receptores CCR4 e CCR6 (receptor da quimiocina CCL20),
além do fator de transcricdo RorC. Comparando-se as artérias controle, a
expressdo do RNAm para CCR4, RorC e IL-23p19 foi maior nas amostras de

ateroma.

A IL-23 é uma citocina heterodimérica da familia da IL-12, composta de
duas subunidades, a p40 (compartilhada com a IL-12) e a p19 (131). Um ponto
muito importante na biologia das células Tyl7 € a dependéncia da IL-23 para a
sua sobrevivéncia nos tecidos podendo ser utilizada como evidéncia indireta da
atividade dessas células (92). Esta citocina sinaliza via receptor especifico,

composto pela cadeia IL-12R1 em conjunto com a cadeia IL-23R (93).

A analise imunoistoquimica ndo mostrou células positivas para IL-17 em
nenhuma das amostras. Entretanto, a IL-23 foi detectada em células espumosas e
macrofagos, principalmente nas lesdes consideradas instaveis, o que pode ser
considerado um indicio da presenca da resposta Ty17. Pelo nosso conhecimento,
este € o primeiro relato da deteccdo da proteina IL-23 em amostras de ateroma

humano.
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Linfocitos T417" e células IL-23" foram detectados em lesdes cronicas de
pacientes com doenca periodontal, condicdo fortemente associada ao
desenvolvimento de doenca aterosclerética (151). Publicacdo recente descreveu a
presenca de uma populacdo de linfécitos TCD4" IL-17" e IFN-y" em lesGes
ateroscleroticas de coronarias humanas (109). IL-17 A e F também foram

detectadas em neutréfilos e mastécitos presentes na leséo (108).

Os trabalhos que detectaram células IL-17" em lesbes aterosclerdticas
mostraram sua localizacdo nas camadas média e adventicia do vaso (108,152).
Este € um ponto importante a ser salientado, pois devido a técnica cirargica
empregada no procedimento de endarterectomia carotidea, as amostras
analisadas em nosso estudo continham apenas a camada intima. Poucas
apresentavam resquicios da camada meédia, com pequeno numero de células
musculares lisas. Soma-se a isso o fato da maioria dos pacientes estar em uso de
estatina (78%), que além da funcédo de reduzir o colesterol sérico, também tem
acdo anti-inflamatoéria, comprovada pela inducdo da reducdo da expressdo de
moléculas de MHC de classe Il em células apresentadoras de antigeno e da
expressao de moléculas de adesdo em linfécitos, como o LFA-1 (153). Fainberg e
col (154) verificaram que o tratamento de CMSP com atorvastatina aumenta o
ndamero e a capacidade inibitéria de células Treg. Outro dado interessante é a
capacidade das estatinas em inibir a geracao de linfécitos Ty17. CMSP tratadas
com simvastatina produzem niveis elevados de fatores supressores da secrecao
de citocinas (SOCS) 3 e 7, que modulam negativamente a producéo de IL-6 e IL-
23, além de inibir o fator de transcricdo RorC, essencial para a polarizacado de
linfécitos Tyl7 (155). Esses dados poderiam explicar a deteccédo de apenas uma
pequena quantidade de IL-17 em nossas amostras, ja que a maioria dos pacientes
incluidos no estudo faziam uso de estatina. Em nosso trabalho, outros mediadores
inflamatérios, como L-23, IL-18, TNF-ae IL-6, foram detectados nas lesbes
avaliadas, a despeito do tratamento com estatina. Uma possivel explicagdo para a
auséncia de IL-17 seria uma maior suscetibilidade desta citocina a agao da droga.
Entretanto, como ja foi observado os trabalhos que descreveram a presenca de IL-

17 em lesdes ateroscleroticas humanas (108,109,152) mostram sua localizacdo
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em células da camada adventicia e muscular, ausentes nas amostras analisadas
em nosso estudo. A nosso ver, esta seria uma explicagdo mais plausivel para a

auséncia da citocina IL-17 nas lesoes.

Quando as amostras de lesdo foram submetidas a estimulacdo em cultura,
notamos que nem as citocinas IL-2 ou IL-23 ou mitdégeno (PHA) foram capazes de
promover a producdo de IL-17. Entretanto, a estimulagdo via TCR (anti-CD3 +
anti-CD28) induziu a sintese de pequenas concentracfes dessa citocina em
sobrenadantes de cultura. Eid e col (109) obtiveram resultados similares apés
estimular fragmentos de lesdes ateroscleréticas humanas em cultura, observando
producédo de IL-17 apds estimulo via TCR por 24 horas, com pico apos 72 horas. A
ativagcdo via TCR para produgdo de IL-17 in vitro sugere a necessidade de
constante estimulacao antigénica local para manutencao do processo inflamatério
na placa. Adicionalmente, suspensdes celulares obtidas a partir de fragmentos de
placa mostraram aproximadamente 1% de células IL-17 positivas pelo método de
citometria de fluxo. Esses resultados indicam a presenca de raras células
produtoras de IL-17 que necessitam da ativacdo via TCR e de moléculas

coestimulatorias.

A IL-1B é considerada uma potente citocina pro-inflamatoéria devido a sua
capacidade de induzir outras citocinas, como a IL-6; a expressdo de quimiocinas,
como a CCL2 e a expressao de moléculas de adeséo no endotélio, como o ICAM-
1 (156,157). A sintese, o processamento e a liberacdo da IL-1p sdo processos
finamente controlados e podem ser dividido em duas etapas. A primeira refere-se
ao acumulo de pro6-IL-1p em vesiculas intracelulares, promovida pela ativacéo de
receptores da imunidade inata (ex. TLR4). A segunda etapa envolve a ativacao de
NLRs que promove o recrutamento e ativagdo de caspases inflamatoérias, como a
caspase-1, culminando com a quebra da pro-IL-1 e a secrecado da citocina na sua
forma ativa de 17 kDa (158). A IL-1 apresenta um antagonista natural,
denominado IL-1RA, com o qual compete pela ligacdo ao receptor e representa

um mecanismo de controle da resposta inflamatéria (156).
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Em nosso estudo encontramos maior expressdo do RNAm para IL-1p nas
amostras de lesdes em relagdo as amostras controle. Somado a isso, verificamos
grande quantidade de macrofagos positivos para IL-13 principalmente nas lesdes
consideradas instaveis. Similarmente, Olofsson e col (159) detectaram IL-1p
(RNAm e proteina) em lesdes ateroscleréticas humanas, e mostraram que a
presenca do polimorfismo de 86 pares de bases no intron 2 do IL-1Ra, foi
associado a um menor desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas coronarianas.
Na mesma linha, trabalhos experimentais mostraram que camundongos ApoE™IL-
1p”" apresentam lesdes reduzidas, quando comparadas as desenvolvidas pelo
grupo controle (160) e também que animais ApoE” ILIRA™ exibem lesdes
ateroscleroticas maiores (161).

Assim como para a IL-1p, verificamos maior expressdo do RNAm para TNF-
o nas amostras de lesbes em relagdo as amostras controle. O TNF-a € uma
citocina  pleiotrépica  com potente atividade inflamatéria, produzida
preferencialmente por mondcitos e macrofagos (162). O TNF-a estimula células
endoteliais a expressar moléculas de adesdo, como o ICAM-1 e VCAM-1;
promove aumento da producdo de quimiocinas como a CCL2 e o aumento da
expressao de receptores do tipo scavenger em macréfagos, como o SRA (163).
Para exercer sua atividade biolégica, o TNF-a liga-se ao seu receptor formado por
duas cadeias, denominadas p55 (TNF-R1) e p75 (TNF-R2) (164,165). O papel do
TNF-a na aterosclerose ainda ndo estd bem esclarecido pois trabalhos
experimentais apresentam resultados conflitantes. Camundongos ApoE™ ou LDLI
" deficientes em TNF-a, ou no receptor p55 podem apresentar tanto diminuicéo
como aumento da lesdo (163,166). Trabalhos em humanos mostram a presenca
do TNF-a em macréfagos, células musculares lisas e endotélio de lesdes
ateroscleroticas humanas (167). Além disso, concentracdes séricas maiores dessa
citocina foram encontradas em pacientes com doenca arterial coronariana, quando
comparado ao grupo controle (168).

Trabalhos iniciais em modelos experimentais murinos mostraram que a
diferenciacdo das células Ty17 é dependente de IL-6, TGF-$, e IL-21 (88-90,96).
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Entretanto, em humanos, as condicfes 6timas de polarizacao de linfocitos T naive
para o subtipo Tyl7 foram alvos de muita controvérsia. Alguns pesquisadores
relataram a agdo conjunta das citocinas IL-23, IL-1 e IL-6 e do papel inibidor do
TGF-B (99,169). No entanto, recentemente Manel e col (170) demonstraram que o
TGF-B possui papel central na diferenciacdo das células Ty17 em associacdo com
a IL-6, IL-23 e IL-1pB. Os autores atribuem a divergéncia dos resultados a utilizacéo
de diferentes fontes de linfocitos T naive, sendo que os primeiros trabalhos
empregaram linfécitos T CD4" CD45RA" provenientes de sangue periférico.
Alegam que, dependendo do modo de purificacdo, a preparacdo pode conter
contaminantes, como linfécitos de memoaria, que ja tiveram contato com o TGF-
B. Outro ponto levantado é a utilizacdo de meio de cultura suplementado com soro
humano ou bovino, que poderia conter TGF-B, capaz de promover a geragéo de
linfécitos T regulatérios, com impacto negativo sobre a polarizacdo das células
Tul7. Esses dados permitem inferir que a concentracdo de TGF-f é critica para a
polarizacé@o de células Ty17 e que, em excesso € inibitério, mas em concentragdes

moderadas é essencial.

A pesquisa do RNAmM para IL-6 mostrou sua presenca em todas as
amostras analisadas, inclusive nos controles. Por outro lado, a estimulacdo em
cultura dos fragmentos de ateroma mostrou que o estimulo com LPS
(reconhecimento via TLR4) promoveu maior produ¢cdo do RNAm para IL-1 e IL-6
quando comparado aos outros estimulos utilizados. A IL-6 pode ser produzida por
diversos tipos celulares incluindo macrofagos ativados, células endoteliais e tecido
adiposo (171) e a sua producao é induzida pela IL-1p (162). A IL-6 induz a sintese
de quimiocinas, como a CCL2 por macrofagos, a expressédo de ICAM-1 em células
endoteliais; a proliferacdo de células musculares lisas e induz a producdo de
proteinas de fase aguda no figado, como a PCR (148,171,172). Na aterosclerose,
trabalhos clinicos e epidemioldgicos investigaram o valor preditivo da dosagem de
IL-6 plasmatica e mostraram que pacientes com angina instavel e concentracdes
elevadas de IL-6 apresentam maior mortalidade e morbidade (173). Além disso,

camundongos ApoE” que receberam IL-6 recombinante exibem lesdes mais
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desenvolvidas (172). Diferentemente, alguns trabalhos tém mostrado que a falta
de IL-6 em camundongos ApoE” ou LDLr” promove aumento das lesdes
ateroscleroticas (174,175). Estes achados podem ser atribuidos ao papel bifasico
da IL-6, que pode atuar tanto como mediador inflamatério ou anti-inflamatorio
(176-178).

Outra citocina pro-inflamatéria com relevante papel na aterosclerose é a IL-
18, membro da familia da IL-1, inicialmente identificada como fator de inducéo de
IFN-y (179). E produzida por macréfagos, osteoblastos, condrdcitos, queratindcitos
e células musculares lisas (66,179-182). Citocinas pro-inflamatérias como IL-1f,
IL-6 e TNF-a. e a ativagdo de receptores da imunidade inata, como os TLRs,
induzem a producao do precursor de 24kD da IL-18 (183), enquanto que a sintese
da citocina ativa segue 0s mesmos passos da IL-1B, com ativacdo de NLRs,
producdo de caspase-1 com clivagem do precursor na forma madura de 18 kD. A
IL-18 pode induzir a produgcdo de IFN-y em linfocitos, incrementada pelo
sinergismo com a IL-12 (184). A IL-18 também promove a liberacdo de diversos
mediadores da resposta inflamatoria, como as citocinas IL-1p3, IL-6 e TNF-o; as
guimiocinas CXCL8 e CCL2 e moléculas de adesdo como ICAM-1 (185,186).
Gerdes et al (66) mostraram a expressédo da IL-18 e IL-18R em células endoteliais,
células musculares lisas e macréfagos de lesGes ateroscleréticas humanas, bem
como a expressao de caspase-1. A determinacdo de concentracfes séricas de IL-
18 mostrou ter valor preditivo em pacientes com doenca coronariana (187). Nao
somente foi demonstrado que camundongos ApoE™ transfectado por via intra-
muscular com plasmideos que codificam a proteina ligante de IL-18 (IL-18BP),
desenvolveram lesdes mais reduzidas, com o inverso ocorrendo apos a
administracao intraperitoneal de IL-18 recombinante (142,188).

Em nosso trabalho a analise imunoistoquimica permitiu detectar grande
guantidade de macrofagos positivos para a IL-18, principalmente nas lesdes
consideradas instaveis. Um dado interessante foi a presengca de um numero
elevado de macrofagos positivos para IL-18 em intima associagdo com cristais de

colesterol (fig. 27). Recentemente foi demonstrado que cristais de colesterol
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presentes nas leses sdo reconhecidos por macréfagos, promovendo a ativacao
de NLRs e levando a producéo de IL-1f3 e IL-18 (39).

Uma caracteristica importante no processo inflamatério presente na
aterosclerose é o continuo recrutamento de células da circulagdo para a leséo,
dependente de proteinas com funcdo quimiotatica, como a CCL2 (26) e da
presenca de moléculas de adesao no endotélio, como a ICAM-1 e 0 VCAM-1 (21).
LesBes ateroscleréticas apresentam grande expressdo de ICAM-1, VCAM-1,
selectina E e selectina P em regides da capa fibrosa com grande densidade de
macrofagos e linfocitos T (189,190). Além disso, placas sintomaticas apresentam
alta expressao de ICAM-1 em regifes de estenose (191). O papel da ICAM-1 foi
claramente demonstrado em trabalhos experimentais utilizando camundongos
duplo knockout para ApoE e ICAM-1, nos quais ocorre uma diminuicdo parcial no
desenvolvimento das les6es com menor infiltracdo de mondcitos (192).

Em consonéncia com estes dados da literatura, nossos resultados
mostraram que a marcacdo para ICAM-1 nas amostras classificadas como
estaveis foi moderada. No entanto, em amostras instaveis foi detectada grande
guantidade dessa molécula de adesdo circundando principalmente as células
gigantes e espumosas, confirmando sua importancia no recrutamento de
monacitos.

Além dos mediadores inflamatoérios classicos, a deteccdo de linfécitos
TCD4" produtores de IFN-y em placas aterosclerdticas confirma o papel da
resposta imune adaptativa do tipo Tyl na doenca. Linfécitos Tyl induzem ativacéo
celular, aumento da expressdo de moléculas de adesédo, da secre¢do de citocinas
e quimiocinas por macréfagos e células endoteliais (75). A presenca de IFN-y esta
associada a mecanismos de ruptura da lesdo aterosclerética por promover
liberacdo de metaloproteinases por macrofagos e causar apoptose de células
musculares lisas (8). Por outro lado, a deficiéncia do receptor para o IFN-y ou do
fator de transcricdo T-bet promove diminuicdo no tamanho das lesdes em
camundongos (69,70). Em concordancia com estes achados, em trabalho
anterior, verificamos elevada expresséo de IFN-y (RNAm e proteina) em CMSP de

pacientes com doenca arterial coronariana (38).
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No presente trabalho, as andlises da expressdo génica mostraram a
presenca de RNAm para IFN-y, IL-2, IL-12p35 e para o fator de transcri¢cdo T-bet.
Ao comparar os resultados obtidos com as amostras controle notamos que o
ateroma apresentava maior expressao do RNAm para IFN-y. Adicionalmente, foi
possivel detectar um pequeno numero de células IFN-y positivas nas lesdes, pelo
método de citometria de fluxo.

Os linfocitos do subtipo Ty2, caracterizados pela secrecéo de IL-4, IL-5 e IL-
13 (58), e apresentando o GATA-3 como principal fator de transcricdo (62,63),
também j& foram detectados em lesdes aterosclerdticas (81). Entretanto seu papel
na doenca ainda ndo estd bem esclarecido. Camundongos ApoE” IL-47
apresentam les6es menores quando comparados ao grupo controle (81).
Entretanto animais LDLr" irradiados para os quais foram transferidas células IL-5"
apresentaram aumento no desenvolvimento das lesdes (193). Nossos resultados
mostraram maior expressdo do RNAm de GATA-3 em placas ateroscleroticas,
comparado a artérias controle.

Os resultados contraditorios reforcam a nocdo de que ndo apenas as
respostas Tyl e Ty2, uma regulando a outra, estdo atuando na aterosclerose. Um
terceiro componente, a resposta Ty17, poderia participar do controle reciproco da
resposta Tyl e Ty2.

Mais recentemente, trabalhos com modelos experimentais mostraram que
camundongos ApoE™ nos quais a IL-17 foi inibida apresentaram diminuicdo na
formacdo das lesdes, menor concentracdo circulante de IL-6 e expressao de
CXCL1 em macréfagos (106). Além disso, camundongos LDLR™ irradiados, que
receberam células de animais IL-17R”" apresentam reduc&o no tamanho de lesdes
ateroscleroticas com aumento do numero de macréfagos e da producéo de IL-10
(107). Por outro lado, em camundongos duplamente knockout, (ApoE'/' e IL-18'/') a
auséncia da resposta Tyl/IL-12/IL-18 leva a um aumento no desenvolvimento da
doenca aterosclerotica, mediada por uma via alternativa, o eixo Tyl7/IL-17 (194),
mostrando o controle da resposta Tyl sobre a resposta Tpl7. Entretanto,
contradizendo os trabalhos anteriores, Taleb e col (152) mostraram que a

administracdo de IL-17 a camundongos LDLr"" promove diminuicdo das lesdes
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com menor infiltrado de células CD3" e diminuicdo da expressdo de VCAM-1. A
falta de consenso reflete a existéncia de uma relacdo mais complexa entre

populacdes celulares efetoras no controle da aterosclerose.

De qualquer forma, nossos resultados indicam, embora indiretamente
(expresséao elevada do RNAm para IL-23, IL17R e RorC) e da proteina IL-23, que
0 eixo Tyl7/IL-17 pode estar envolvido no processo aterosclerdtico. Outra
explicacdo para a auséncia de IL-17 (RNAm e proteina) poderia ser 0
recrutamento de células Tyl7 para a lesdo em um momento anterior ao da
retirada da placa aterosclerdtica. De fato, a expressdo do RNAm para FOXP3, IL-
10 e TGF-p e da proteina TGF-p e IL-10 em todas as amostras analisadas sugere
a presenca de linfécitos com carater regulatério, que poderiam estar atuando em
uma fase mais tardia no controle do processo inflamatdrio. Diversos trabalhos
mostraram o0 papel células Treg na estabilizacdo das lesbes induzindo a
diminuicdo local da quantidade de células e citocinas inflamatorias
(112,114,195,196).

Apesar do foco principal de nosso trabalho ter sido investigar a resposta
Twl7 em lesdes de ateroma humano, os resultados permitem inferir a presenca de
outros subtipos de linfécitos TCD4*. A presenca de RNAm para IL-27R e EBI3
(uma das subunidades que compdem a IL-27) nas amostras avaliadas e em
concentragdo maior do que nas amostras controle, sugere a participagdo da IL-27
no processo. A IL-27 induz a diferenciacdo de linfécitos TCD4" em células Trl
produtoras de IL-10 (137) e estas células poderiam atuar no controle da resposta
inflamatéria na placa, conforme sugerido por Mallat et al (138). Estes autores
mostraram que a transferéncia adotiva de linfécitos Trl para camundongos ApoE™
promoveu diminuicdo da resposta Tyl, com menor producdo de IFN-y e do

desenvolvimento de lesodes.

Finalmente, os dados de expressdo génica também mostraram grande
expressao relativa do RNAm para moléculas citotdxicas (perforina, granzima A,
granzima B e granulisina) em amostras de ateroma. Comprovando estes

resultados também observamos grande quantidade de macréfagos positivos para
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granzima B e perforina nos infiltrados celulares presentes nas lesbes e um
pequeno numero de células positivas para granulisina.

A producdo de moléculas citotoxicas € geralmente associada a linfocitos
TCD8" ou células NK (197), e & resposta imunoldgica inata e adaptativa a tumores
e infeccdes virais. Entretanto, trabalhos recentes mostraram a presenca de
macrofagos positivos para granzima B em lesé@o aterosclerotica (198) e em células
da linhagem THP-1 (199), estimuladas com componentes de matriz extracelular,
sugerindo um papel para esta molécula no remodelamento da matriz extracelular
pela degradacao de vitronectina, fibronectina e laminina (143).

Em resumo, nossos resultados mostraram a expressao de componentes da
resposta Tyl7, em associacdo com elementos da resposta Tyl, T2 e Treg em
lesbes aterosclerdticas humanas. Trabalhos estdo em andamento em nosso
laboratério para melhor identificar os mecanismos de interacdo, balanco e
potencial de colaboracao entre essas populagdes no controle da aterosclerose.
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A pesquisa da IL-17 em lesGes ateroscleréticas humanas, provenientes de
pacientes submetidos a endarterectomia carotidea, mostrou expressdo rara do
RNAmM para IL-17 e nenhuma célula IL-17" na avaliagdo pelo método de
imunoistoquimica. Entretanto, apos estimulacdo em cultura foi possivel observar a
producdo de IL-17 e a presenca de células IL-17", embora em pequeno nimero.
Por outro lado observamos a expressao de grande quantidade do receptor para IL-
17 (IL-17r), além da IL-23 e IL-22, de CCL20 (quimiocina envolvida no
recrutamento de células Tyl1l7), e de CCR4 e CCR6 (receptores da quimiocina
CCL20) além do fator de transcricdo RorC. Outro dado interessante foi a intensa
marcacdo para as citocinas IL-23 e IL-13 em amostras de ateroma que
apresentavam intenso infiltrado de macrofagos e classificadas como instaveis.
Esses dados sugerem de forma indireta que a resposta Tyl7 pode participar da

patogénese da aterosclerose.

A andlise das amostras coletadas mostrou a presenca de componentes da
resposta Tyl (IFN-y, IL-12p35, IL-18, T-bet); T42 (GATA-3) e Treg (IL-10, TGF-B e
FOXP3). Esses achados indicam que varias populacdes de células T CD4"
efetoras co-existem na lesdo aterosclerética e que a interacdo entre elas deve ser

importante na patogénese da doenca.

A resposta anti-inflamatéria foi analisada e encontramos expressao
aumentada do RNAm para IL-10, FOXP3 e EBI3 em lesbes de ateroma quando
comparado ao grupo controle. Macrofagos positivos para IL-10 e TGF-p também
foram detectados nas lesbes, além da expressdo do RNAm para IL-27R. Esses
dados mostram a presenca de resposta regulatéria que atua no controle da

resposta inflamatéria local.

A analise imunoistoquimica também mostrou macrofagos positivos para
moléculas citotoxicas, como a perforina, granzima B e em menor quantidade,
granulisina, em concordancia com os achados de expressdo génica. Estas
moléculas, ainda pouco explorados no contexto da aterogénese, poderiam
participar dos processos de degradacdo de matriz extracelular, o que pode

contribuir para mecanismos de ruptura de lesGes instaveis.
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As citocinas IL-17 e IL-23 n&o foram detectadas no plasma de pacientes
com estenose de cardtida submetidos a endarterectomia, nem tampouco em
lesados medulares. No entanto, em alguns pacientes com doenca arterial
coronariana e diabetes mellitus, condicdo associada a intensa resposta
inflamatoria, a IL-17 foi detectada no plasma, sugerindo mais uma vez a sua

participacdo no processo inflamatério que caracteriza a aterosclerose.

Em conjunto os resultados obtidos indicam que a resposta inflamatoria
presente no ateroma conta com a participacdo de diferentes grupos de células T
CD4 efetoras. A deteccao de componentes da resposta Tyl7, embora ainda pouco
estudados no contexto da aterosclerose, sugerem a sua participacdo na
patogénese da doenca. Novas pesquisas S40 necessarias para a compreensao
dos mecanismos de interacdo, balanco e potencial de colaboracdo entre essas
populacdes no controle da aterosclerose.
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I-IDENTIFICACAO:
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PRODUTORES DE IL-17 NA ATEROSCLEROSE”
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APRESENTAR RELATORIO EM: 25/07/07 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar a expressdo de IL-17 e outros mediadores relacionados bem como a composigéo
celular de placas aterosclerdticas de individuos submetidos & endarterectomia. Relacionar os
achados imunolégicos (mediadores e composi¢do celular) com a morfologia da placa avaliada
por ultrassom. Analisar os efeitos dos linfocitos TCDA+IL-17+ gerados in vitro sobre linhagem
de células endoteliais derivadas da placa. Relacionar os achados relativos a ecogenicidade das
placas carotideas obtidos com ultrassom duplex com os achados imunolégicos.

I - SUMARIO

Dentre os pacientes atendidos de forma habitual e dentro da rotina de atendimento &
populagio do Ambulatorio de Cirurgia vascular do HC-Unicamp, serdo selecionados 30
pacientes com diagndstico de estenose critica de artéria carétida interna e indicagdo de cirurgia
pela técnica de endarterectomia carotidea. Os pacientes serdo submetidos a estudo ultra-
sonografico pré-operatério e posteriormente, na mesma institui¢do, serdo submetidos a cirurgia
pela equipe de Cirurgia vascular. Todos os pacientes que aceitarem participar do estudo seréo
submetidos no periodo pré-operatério ao exame de ultrassom de alta defini¢@o das cardtidas para
defini¢do da morfologia da placa. Amostras da parede vascular contendo placas aterosleroticas
serdo coletadas da artéria car6tida durante o procedimento de endarterectomia. ApOs
recebimento da placa, uma metade sera tratada para extragdo do RNA. A outra metade serd
tratada para obtengdo de cortes histologicos e avaliagdo do infiltrado celular e presenga de
citocinas e receptores por imunohistoquimica. A obten¢do de células TCD4+CD45RA+ para
geragdo de células TCD4+IL-17+ sera feita mediante coleta de 30 mL de sangue periférico de
individuos saudaveis.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto € bem fundamentado e justificado. Para participar da pesquisa os sujeitos ndo
serdo submetidos a qualquer tipo de alteragio da conduta médica ou alteragdo de risco
operatorio. O material retirado da artéria carétida durante procedimento de endarterectomia seria
normalmente descartado. Amostras de 30 mL de sangue periférico serdo colhidos dos pacientes
juntamente com os exames pré-operatorios de rotina. Desta maneira, o estudo ndo apresentara
riscos ou desconfortos suplementares aos pacientes, além daqueles diretamente ligados a
intervengdo cirtrgica. Tanto o termo de consentimento destinado aos pacientes quanto 0 para
os individuos saudaveis estdo adequado, sendo redigidos com muita clareza.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livie €
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apoOs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou 1 apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936
Caixa Postal 6111 I'AX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas - SP cepi@fem.unicamp.br
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® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 25 de julho de 2006.

Prof®. Dr‘%&] ilvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas — SP

cep@fem.unicamp. br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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CEP, 24/06/08.
(PARECER CEP: N° 262/2006)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS LINFOCITOS TCD4+
PRODUTORES DE IL-17 NA ATEROSCLEROSE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rémulo Tadeu Dias de Oliveira

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o Adendo que inclui a coleta e anélise de fragmento de artéria
renal ou aorta de doador falecido de multiplos 6rgéos, referente ao protocolo de pesquisa
supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO
Homologado na VI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de junho de 2008.

Profa. Dra&%{via Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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