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RESUMO

SILVA, E. H. M. Interleucina 17A e Doenca Arterial Coronariana. 2014. 88f.

Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brasil.

O papel das vias imunes e inflamatérias na Doenga Arterial Coronariana (DAC) é
importante, mas nao é totalmente compreendido. O presente estudo tem como
objetivo avaliar a concentragéo de interleucina 17A em pacientes com DAC estavel.
Este estudo transversal, prospectivo, analitico, que recrutou pacientes de agosto a
dezembro de 2012. Nos incluimos 40 pacientes (P) com DAC crénica estavel e 20
controles voluntarios saudaveis (C). A interleucina 17A foi mensurada no soro de
pacientes e controles, e em cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) com e sem estimulagao proliferativa (anti-humano CD3 e anti-humano CD-
28) apos 48 horas. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-
Whitney e valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Houve 24 homens e 16
mulheres no grupo de pacientes, 12 homens e 8 mulheres nos controles. A idade foi
semelhante entre os grupos (Média £ DP, 63.2 + 8.9). A comparagéo entre os grupos
revelou niveis de IL 17A (pg/ml): Soro P =3,91 (3,91 --3,91 )vs C =3,91 (3,91 --
3,91), p=0,3; cultura sem estimulo : P = 3,91( 3,91 -- 3,91 ) vs C = 3,91 ( 3,91 --
3,91 ), p = 0,3; cultura com estimulagédo : P = 222,12 ( 27,60 -- 707,35 ) vs C =
154,39 ( 3,91 -- 574,80 ) , p = 0,4. Portanto, ndo houve diferenga em nenhum dos
grupos testados entre pacientes e controles. Desta forma, podemos concluir que
neste grupo de pacientes com DAC crénica e estavel, com isquemia grave e DAC
diagnosticada por angiografia coronariana a IL 17A nao esteve aumentada.
Baseados nestes resultados foi gerada a hipotese de ser esta interleucina um
marcador de estabilidade na doenca aterosclerética coronariana.

Palavras-chave: doenca arterial coronariana, inflamacgao, imunidade, interleucina
17A, angiografia coronariana



ABSTRACT

SILVA, E. H. M. Interleukin 17A Coronary Artery Disease Brazilians.2014.87f.
Dissertation (Master). Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil

The role of the immune and inflammatory pathways in coronary artery disease (CAD)
is important but it is not understood completely. The aim of this study was to evaluate
interleukins 17 A levels in patients with stable coronary artery disease.
This is a cross-sectional, prospective, analytical study. Conducted from August to
December 2012. We included 40 patients (P) with stable CAD, and 20 control healthy
volunteers (C) to take up comparison of interleukins concentrations. Interleukin 17A
was measured in the serum of patients and controls, and culture of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) with and without (anti-human CD3 and anti-human CD-
28) after 48 hours proliferative stimulation. Statistical analysis was performed using
the Mann-Whitney test and p-value < 0.05 was considered significant. There were 26
men and 14 women in the group of the patients and 12 men and 8 women in the
controls. The age was similar between the groups (Mean + DP, 63.2 + 8.9). The
comparison between the groups showed: Interleukin 17 A: Serum: P = (P) = 3,91
(3,91 -- 3,91) vs (C) = 3,91 (3,91 -- 3,91), p = 0.3; culture without stimulus: P = 3,91
(3,91 -- 3,91)) vs C = 3,91 (3,91 -- 3,91), p = 0.3; culture with stimulus: P = 222,12
(27,60 -- 707,35) vs C = 154,39 (3,91-- 574,80), p = 0.4. There were no differences in
interleukins 17 groups, does not matter serum, cell in culture. In conclusion, patients
with stable and chronic CAD did not have interleukin 17 A levels increased. Based on
these results we believe in the hypothesis that IL 17 A may be a biomarker of stable
CAD.

Keywords: coronary artery disease, inflammation, immunity, interleukin 17A,

coronary angiography
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1 INTRODUGAO

1.1 Doenca Aterosclerética Coronariana

A Doencga Arterial Coronariana (DAC) representa um dos maiores problemas
de saude publica nos dias atuais. A sua etiologia, assim como a sua fisiopatologia

s&o complexas, e tém sido motivo de varios estudos nos ultimos 50 anos. (Jones et

al.,2012; Laurent,2005).

Notadamente nos ultimos 10 a 15 anos, o aspecto imuno-inflamatério desta
doenga tem ganho destaque e tem sido motivo de varias pesquisas. (Jones et

al.,2012; Laurent,2005).

E bem estabelecido que a Doenga Arterial Coronariana (DAC) pode ser
silenciosa, ou gerar manifestacbes clinicas, a saber a angina estavel ou as
sindromes coronarianas agudas (angina instavel e infarto agudo do miocardio
(Lotufo,2005; Libby, 2008; Hamm et al., 2009).

Avancos no estudo desta doenga permitiram identificar caracteristicas

morfolégicas da placa aterosclerética associadas a maior ou menor chance de
manifestagdes clinicas estaveis ou instaveis (agudas). (Libby, 2002; Hansson et al.,
2002).

Nas sindromes estaveis a placa aterosclerdtica apresenta capa fibrosa
espessa, poucas ceélulas inflamatérias, fibrose, calcificagdo, pouco core lipidico e
remodelamento vascular negativo. A limitagdo ao fluxo sanguineo decorre por
obstrugado fixa devido ao ateroma, principalmente quando existe necessidade de
aumento deste fluxo, como por exemplo durante a atividade fisica. Uma estenose de
70% na angiografia coronariana determina reducédo de 90% na luz de seccgao
transversal do vaso, o que limita o fluxo através deste. Chama-se a manifestacao
clinica decorrente deste processo de angina de demanda ou angina estavel. Em
alguns pacientes este tipo de obstru¢do ndo provoca sintoma, mas é possivel a
detecgdo de isquemia em testes complementares, tais como o teste ergométrico,
cintilografia do miocardio, etc. A presenca de isquemia miocardica na auséncia de

sintomas chama-se isquemia silenciosa. A maioria dos pacientes com DAC
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apresentam sindromes coronarianas estaveis como manifestagdes clinicas.
(Ley,2003; Libby,2002).

Entretanto quando a placa aterosclerdtica apresenta capa fibrosa fina, grande
core lipidico, numerosas células inflamatorias, remodelamento vascular positivo esta
relacionada as sindromes instaveis. Geralmente estes ateromas provocam menos
de 70% de estenose e sofrem ruptura da capa fibrosa, exposi¢cdo da regido
subcapsular, seguida de adesao, ativagdo e agregacao plaquetaria e com isso
ativagdo da cascata de coagulagéo e formagéo de trombo que quando provoca total
oclusao determina infarto agudo do miocardio e quando suboclusdo angina instavel.
Quadros clinicos de sindrome coronariana aguda podem representar uma

emergéncia médica. (Hansson et al., 2002; Binder et al., 2002).

Os principais determinantes dos aspectos morfolégicos do ateroma ainda sao
temas de investigagdo. Sabe-se que determinadas doengas, tais como diabetes
mellitus, sdo associadas a sindrome coronariana aguda. Entretanto muito ainda
necessita ser estudado neste tema (Glenn et al.,2011; Christian et al.,2012; Hani et
al, 2012; Patrick et al.,2012).

A quantidade de células, moléculas inflamatorias, fibrose, calcio, etc. do
ateroma depende de uma série de fatores, e neste contexto a ativagdo imunoldgica
e inflamatoria tém grande importancia. (Glenn et al.,2011;Christian et al.,2012; Hani
et al, 2012; Patrick et al.,2012).

Certos aspectos desta resposta estdo bem documentados e estudados,
porém existem outros que necessitam de esclarecimentos adicionais. Novas células
e moléculas relacionadas ao sistema imunolégico e a inflamagdo tém sido
estudadas. (Glenn et al.,2011;Christian et al.,2012; Hani et al, 2012; Patrick et
al.,2012).

Acredita-se ser possivel uma associacdo entre os tipos de resposta
imunoldgicas, a morfologia da placa aterosclerdotica e as manifestagdes clinicas.
Estudos avaliaram potenciais moléculas do sistema imunoinflamatoério envolvidas na

fisiopatologia da aterosclerose coronariana. (Libby,2002; Hansson et al., 2002).
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A interleucina 17A, por exemplo, esta envolvida na fisiopatologia da DAC, ja
tendo sido demonstrado sua presenca na placa aterosclerética. Existe controvérsia

se esta interleucina é pro ou antinflamatéria. (Cheng et al., 2008; Aukrust et al.,2008)

Estudos tém sugerido que niveis séricos elevados da IL 17A estejam
associados com sindromes coronarias agudas, mas nao com sindromes crdnicas.
Entretanto os critérios para tal definicdo utilizados foram clinicos, na maioria dos
estudos. (Zhou, 2009; Zhu et al., 2011; Boer et al., 2010; Liua et al., 2012; Hashmia,
2006).

Associagdes entre DAC diagnosticada por angiografia coronariana, que € o
método padrdo para diagndstico anatémico, e IL 17A nao foram descritas com
frequéncia. Neste sentido, ndo existem informagdes consistentes em pacientes com
isquemia grave em testes funcionais e com estenoses na angiografia coronariana
sobre possivel associagéo entre IL 17A e DAC (Zhou, 2009; Zhu et al., 2011; Boer et
al., 2010; Liua et al., 2012; Hashmia, 2006).

A resposta imunoinflamatéria na aterosclerose coronariana € um assunto
palpitante na cardiologia moderna e a falta de informag¢des sobre a IL 17 A em
populacdo especifica com DAC de acordo com angiografia coronariana e isquemia
grave foram os motivos para realizagao do estudo que sera descrito adiante.

2 OBJETIVOS

21 Geral

O objetivo do estudo é caracterizar o padrao de expressao de niveis séricos

da IL-17A em pacientes brasileiros com DAC crdnica e estavel.

2.2 Especificos

e Avaliar expressdo sérica e em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares (PBMCs) da citocina IL-17A em pacientes com DAC crbnica e

controles saudaveis com e sem estimulos apds 48 horas.
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e Comparar os niveis séricos e em sobrenadantes de culturas de PBMCs (48h
com e sem estimulos) da citocina IL-17A em pacientes com DAC crénica e

controles saudaveis.

e Comparar os niveis séricos e em sobrenadantes de culturas de células de
PBMCs (48h com e sem estimulos) da citocina IL-17A e associar com dados

clinicos: género, numero de artérias acometidas e grau de estenose.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia da Doencga Arterial Coronariana

A prevaléncia de DAC em adultos com idade maior que 20 anos nos Estados
Unidos da América é de 7%, sendo 8,5% nos homens e 5,8% nas mulheres. Nessa
mesma faixa etaria a prevaléncia de infarto do miocardio € 3,1%, sendo nos homens
4,3% e nas mulheres 2,2% (Jones, 2012).

Cerca de 16.000.000 de americanos tém doenga arterial coronariana (DAC).
Estima-se que em 2030 16,6% da populagédo tenha DAC. Uma a cada 6 mortes sao
devido a doenca cardiovasculares. A cada 25 segundos ocorre um evento clinico, a
cada 34 segundos um infarto agudo do miocardio (IAM) a cada minuto uma morte.
Ao final do primeiro ano de seguimento 34% dos pacientes que tiveram IAM morrem
(Jones, 2012).

Anualmente sao realizadas aproximadamente 1.133.000 intervencbes
coronarias percutaneas e 4160.000 cirurgias de revascularizagdo do miocardio nos
Estados Unidos. Os custos diretos e indiretos com a doencas cardiovasculares
foram 297 bilhdes e com a doenca coronariana cardiaca sao de 190 bilhdes de
ddlares, o que representa a maior parte do gasto com doengas cardiovasculares
(Jones, 2012).

No Brasil, no periodo de 1999 a 2009, foram registrados 258.867 &bitos por
doencga cardiovascular, tendo sido a DAC responsavel por aproximadamente 30%
destes, sendo a segunda causa de mortalidade (Laurent, 2005). Destaca-se o custo
com cardiopatia isquémica que representou, entre as doencas do aparelho
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circulatério, aproximadamente um ter¢co dos gastos por internagdo no sistema unico
de saude em 2009 (Lotufo, 2005; Andrade, 2013)

O custo direto com o manejo da DAC no Brasil é elevado e € responsavel por
grandes gastos publicos da saude como com medicamentos, internacbes e na
atencdo da alta complexidade. Em 2007, foram registradas 1.157.509 internagdes
por estas doengas no SUS (10,22% do total do pais), a insuficiéncia cardiaca foi a
principal causa. Em novembro de 2009, foram registradas 91.970 internagdes por
DCV, totalizando um custo de R$165.461.644,33, segundo o Ministério da Saude
(DATASUS) (Andrade 2013).

As sindromes coronarianas agudas (infarto e angina instavel) sdo importantes
causas de atendimento de emergéncia no Brasil, onde menos de 20% das
emergéncias possuem laboratério de cateterismo cardiaco. O custo total do
tratamento padrdo do infarto agudo do miocardio, com angioplastia primaria, em
2008, foi estimado em R$12.873,69, custando o dobro caso se utilizado o stent
coronario. Casos de IAM com complicagbes, como cardioversao elétrica, marca-
passo, entubac&o orotroqueal ou drenagem pericardica, os custos sdo elevados em
15 vezes. (Andrade, 2013)

Em 2010, o numero de angioplastias primarias correspondeu a apenas 12%
dos casos de |IAM e, se considerarmos que o0 uso de tromboliticos correspondeu a
quase 20% dos casos, assim, estando na média brasileira, tratando efetivamente
com reperfusdo apenas um tergco dos casos de IAM com supra (Marques et al.,
2012).

3.2 Doencga Arterial Coronariana, Inflamagao e Imunidade

Informagdes cada vez mais consistentes associam a doenga cardiovascular

(DCV) a inflamagao, tanto local quanto sistémico. (Libby, 2008).

Entre as DCVs n&o ha duvidas que a aterosclerose seja responsavel pela
maioria dos eventos clinicos e mortes que ocorrem nos pacientes. O papel da
inflamacao na formacao da placa aterosclerética e na ocorréncia de eventos clinicos

tem sido esclarecido na ultima década (Libby, 2008, Hamm et al., 2009).
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Quando o endotélio vascular esta alterado (lesdo ou disfungdo) a sua
permeabilidade torna-se aumentada. Esse evento permite que pequenas moléculas
(LDL) entrem na parede dos vasos e sejam transformadas em proteoglicanas, os

quais sao mais facilmente oxidados (Libby, 2008, Hamm et al., 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Moléculas e células envolvidas na aterosclerose coronariana.
Fonte: Adaptado de LIBBY, 2008.

Os fatores de risco para doencga aterosclerdtica contribuem para lesdo e
morte de células endoteliais que sdo reconhecidas como substancias estranhas ao
organismo. Células progenitoras endoteliais, originadas da medula Ossea sé&o
mobilizadas para cicatrizacdo do endotélio lesado, mas usualmente sao insuficientes

para perfeita recuperagao da regiao lesada (Fuster, 2010).

Leucécitos sao recrutados para essa regiao, por moléculas recrutadoras. Em
seguida ocorre adesdo desses leucocitos na regido lesada por agdo de moléculas de
adesdo, sendo que a familia das super imunoglobulinas (VCAM1 e ICAM1)
determina adesao e imobilidade, enquanto as selectinas (P-selectina e E-selectina)

promovem locomogao em “saltos e rolante” (CybulskyMI, 2004; Ley, 2003).

Moléculas como (MCP-1), IL-8, IL-10, (I-TAC) e interferon gama estao
envolvidas no recrutamento de leucdcito e sua penetracdo na parede dos vasos,

onde fagocitam lipideos e transformam-se em células espumosas. (Libby,2002).
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A progressao da aterosclerose esta relacionada ao sistema imune, tanto a
imunidade inata quanto a adaptativa. O macréfago (imunidade inata) produz
citocinas inflamatdrias e fatores de crescimento que participam e tém importante
papel na fisiopatologia da aterosclerose (Hansson et al., 2002; Binder et al.,2002;
Rackley,2009). (Figura 2)
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Figura 2. Imunidade inata e adaptativa na aterosclerose.
Fonte: Adaptado de LIBBY, 2008.

Os receptores Toll-like regulam tanto a imunidade inata quanto a adaptativa.
A ativacdo desses receptores induz a produgdo de citocinas inflamatdrias (por
exemplo, IL-6, IL-12, IL-1B, fator de necrose tumoral), MCP-1, proteina inflamatéria
do macrofago, citocinas anti-inflamatérias (por exemplo, IL-1, IL-4, IL-10). A despeito
do avang¢o no entendimento da participacao dos receptores Toll-like na DAC, muitos

aspectos ainda necessitam de esclarecimentos (Wyss et al.,2010).

Quanto a imunidade adaptativa as células do sistema fagocitario (macroéfagos,
células endoteliais e células dendriticas) apresentam antigenos (lipoproteinas
modificadas, proteina do choque, glicoproteina beta 2 | B e agentes infecciosos) aos
linfécitos T, que sdo ativados a células T auxiliares (CD4). Os linfocitos CD4
originam linhagens de células, e 3 estdo mais relacionadas a aterosclerose, a saber,
T auxiliares (Th 1) 1, T auxiliares 2 (Th 2) e célula T citotéxica (CD8). Os Th 1 estéo
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associados a liberacdo de intérferon gama, linfotoxinas, ligante CD40 e fator de
necrose tumoral alfa, que em conjunto contribuem para progressao, instabilizagdo e
trombogenicidade da placa aterosclerética. Os linfocitos T auxiliares 2 estédo
associados a liberagao de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10. As células T citotoxicas estao
relacionadas a citdlise e apoptose. (Hansson et al., 2002; Binder et al.,2002;
Rackley,2009; Wyss et al.,2010; Pei et al.,2009; Geng,2002) (Figura 3)
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Fonte: Adaptado de NANKIVELL, 2010.

O LDL-colesterol causa aterosclerose pois fica acumulado na intima das
artérias onde é modificada por oxidagado e agregacgao. Particulas derivadas do LDL
modificado e oxidado agem como estimuladores da imunidade adaptativa e inata.
Elas induzem células endoteliais e musculares lisas a expressarem moléculas de
adesao, quimioatraentes e fatores de crescimento que interagem com receptores no
mondcito e estimulam sua migragdo e diferenciagdo em macrofagos e células
dentriticas. (Steinberg,2010; Libby, 2011; Subramanian,2014).

A ligacado do LDL aos proteoglicanos da intima € uma importante etapa da
iniciacdo da doencga, explicando os espessamentos das intimas das artérias
coronarias. Com o progredir da doenca, o endotélio torna-se espagado e a
expressao de lipoproteinas na placa promove a habilidade de retencdo do LDL



27

colesterol. S&0 necessarios altos niveis de LDL colesterol para indugao e progresséo
das lesdes ateromatosas. (Skalen et al.,2002; Tabas,2007).

O recrutamento de macrofagos permite a expressao de diferentes fendtipos
dos mesmos que podem exercer diferentes efeitos no desenvolvimento da lesao.
Alguns macrofagos agem através do fendtipo M1-like (pro-inflamatdrio) que
reconhece LDL por alguns receptores como por exemplo o Toll — like, eles secretam
citocinas proé-inflamatorias, como por exemplo a citocina 1B, fator de necrose tumoral
alfa, enzimas e espécies reativas do oxigénio que podem promover modificagdes
adicionais no LDL. Além disso, outros mediadores da aterosclerose, tais como,
ativadores do plasminogénio, catepsinas, e matriz metaloproteinases sao ativados
ou induzidos por tais macréfagos (Leitinger,2013; Bouhlel et al.,2007; Stoger et
al.,2012).

Outro tipo de fendtipo dos macrofagos é o M2-like, que secretam fatores tais
como: fator de crescimento beta, pro-revolvedores de lipideos e outros que

favorecem a resolucao da inflamagéao (Tabas,2010).

Ambos os macrofagos e células dentriticas servem de depdésito de lipideos e
se transformam em células espumosas por mecanismos que permanecem ainda nao
totalmente compreendidos. Isto envolve receptores de varredura que se ligam ao
LDL oxidado, hidrélise do colesterol livre de agregados de LDL, e direta penetragao
do LDL ou combinagao destes mecanismos descritos acima. Salienta-se que células
musculares lisas também podem acumular ésteres de colesterol por mecanismos
similares aos descritos acima. (Kunjathoor et al.,2002; HAKA et al.,2009;
Witztum,2005).

As células espumosas se ligam aos proteoglicanos da intima arterial e
formam linhas amarelas denominadas estrias gordurosas que sao passiveis de
reversao desde que seus estimulos formadores sejam interrompidos. Muitas estrias
gordurosas n&o progridem mas outras irdo progredir para placa de ateroma.
Comumente, estrias gordurosas sao observadas em artérias coronarias de pessoas
entre os 20 e 30 anos. Em algumas lesbes, agregados de lipideos crescem e
formam espécies de “piscinas” que tornam-se mais evidentes apds a invasido de
macrofagos, Estes processos destroem de forma irreversivel a estrutura da intima.
(Witztum,2005).
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Apoptose e necrose secundaria de células espumosas e células musculares
lisas sdo consideradas importantes causas de desenvolvimento de necrotic core.
(Moore,2011; Clarke,2009).

Muitos fatores sdo capazes de induzir apoptose em placas. Em estagios
precoces de aterosclerose, inibicao seletiva de apoptose de macréfagos aumenta o
numero de células espumosas indicando que a apoptose apesar de nao detectavel
neste estagio causa um eficiente eferocitose, permitindo um balango dinamico entre
o recrutamento e a proliferagdo de macréfagos. (Myoishi et al.,2007; Seimon et
al.,2010; Lutgens et al.,1999)

Entretanto, apds inicio do necrotic core, a apoptose de macréfagos de células
musculares lisas aumentam a formacido destes e a inflamacado da placa, porque
possivelmente, células do sistema fagocitario ndo removem eficientemente os

remanescentes apoptoticos (Schrijvers et al.,2005).

A composicdo quimica do necrotic core indica que outras fontes de lipideos
também sio co-contribuintes, incluindo a acumulacio direta de ésteres de colesterol
do LDL e colesterol livre das membranas dos eritrécitos decorrentes de hemorragias
intraplacas. E possivel que macréfagos catalisem reacdes de hidrdlise dos
agregados de LDL, o que contribui para altas concentragcées de colesterol livre no
necretic core (Guyton,2001;Kolodgie et al.,2003;Haka et al.,2013)

O porqué que necrose ocorre em algumas placas, porém em outras ndo, nao
€ conhecido, e interessantemente, homens e mulheres desenvolvem quantidades
semelhantes de estrias gordurosas na fase precoce da vida, mas os homens tém
mais lesdes ateroscleroticas progressivas na terceira década de vida (Mcgrill et
al.,1997).

Os vasos da placa aterosclerética originam-se predominantemente da vasa
vaso rum da adventicia, crescendo na base da lesdo aterosclerédtica e representa
uma via alternativa para a entrada de mondécitos e células imunes de importancia

quantitativa ndo conhecida (Kumamoto,1995; Sluimer et al.,2009; Davies,1984).

A migracédo e replicagdo de células endoteliais promovem a formagao de

neovascularizacdo das placas, o que permite transito intra-placa dos mediadores
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citados nos paragrafos acima e deposigdo de sais minerais, principalmente o calcio
(Libby,2008; Hamm et al.,2009).

O fator | alfa induzido por hipoxia € o maior estimulo para neoangiogénese e
proliferagdo da vasa vaso rum (Fuster,2010).

A nova vasculatura da placa ndo apresenta células de suporte, sdo frageis,
espacgadas, permitindo o extravasamento de proteinas plasmaticas e eritrocitos. Este
tipo de sangramento € comum em fibroateromas e expandem necrotic core e

promovem inflamacg&o. (Falk,1983).

Outra fonte comum de hemorragia de placa é o extravasamento de sangue
através de rotura da capa fibrosa. Hemorragia da placa é associada com
macrofagos do fendtipo hemoglobina induzido que expressa CD163, que é um
receptor de varredura que capta hemoglobina ligada com hepatoglobina e desta
forma protege contra os efeitos citotoxicos da hemoglobina livre. Estes macrofagos
nao apresentam marcas tipicas dos macréfagos M1, expressam receptores de
diferenciacdo do macréfago M2 e sao resistentes a formagdo de células

espumosas(Finn,2012).

Informacgdes recentes atestam que a resposta inflamatéria para hemorragia
intraplaca é acentuada em pacientes com Diabetes Mellitus e por isso existe um
risco elevado desta doenga em individuos com hemoglobina glicosilada elevada.
(Purushothaman et al.,2012; Cahill et al.,2013).

3.3 O Tecido Fibroso da Placa e o Papel das CMLs

O tecido conectivo das lesdes € inicialmente da camada intima e do
espessamento adaptativo, porém gradualmente, ocorre perda fibrocelular, que é
reposta e expandida por tecido fibroso rico em colageno que as vezes cresce e
torna-se o componente dominante das placas. Tecidos que estdo entre o necrotic
core e a superficie da placa sao fibrosos e tém alto conteudo de colageno tipo
1(Kragel et al.,1989).

O colageno, a elastina e os proteoglicanos da matriz fibrosa sdo produzidos

por células musculares lisas. Estas células na placa sdo caracterizadas por um
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grande reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi e espagos miofilamentos
(Stary,1999).

Este fenotipo € chamado sintético e é diferente do fendtipo contratil de células
musculares lisas da média. O numero de células musculares lisas no ateroma é
subestimado, pois muitas delas ndo contem proteinas contrateis e ndo podem ser

reconhecidas rotineiramente (Stary et al.,1995).

A habilidade de migragdo de células musculares lisas contrateis da camada
meédia para a intima e sua transformacdo no fendtipo secreto, isto mediado por
marcadores inflamatorios tem sido reconhecida por décadas (Gomez et al.,2013;
Campbell,2012).

Tais células migram da camada média para intima, onde expressam um
fendtipo embrionario, tornando-se capaz de secretar uma série de substancias que
estimulam a producédo de matriz extracelular. O fator de crescimento derivado das
plaquetas, o fator de crescimento derivado dos fibroblastos, a angiotensina Il e a
endotelina sdo substancias que mediam a migracdo das células musculares lisas
(CML). As CMLs também podem aumentar sua quantidade no ateroma por
processo de mitose. Entretanto, € possivel haver apoptose dessas células que é
sinalizada por pelos linfécitos T. Portanto a quantidade de CMLs depende do
balango entre migragao, divisdo e apoptose (Pei et al.,2009;Boyle,2003).

Recentemente, outras origens de CMLs na placa tém sido reportadas,
incluindo células progenitoras circulantes, subpopulagdes do tipo sintética da
camada meédia, células tronco multipotentes na média ou na adventicia
(Bentzon,2010; Nguyen et al.,2013).

A matriz celular é o maior componente de uma placa aterosclerética. E
composta predominantemente por colageno tipo | e lll, proteoglicanas e fibras de
elastina. Os linfocitos T sinalizam para fatores de crescimento derivados das
plaquetas e TGF Beta que estimulam as CMLs a produzirem matriz extracelular.
Enquanto a via citada determina a producdo de matriz, certas enzimas conhecidas
como matriz metaloproteinases agem dissolvendo-a. Portanto a quantidade de
matriz extracelular depende do balango entre as citadas vias de produgdo e
degradacao (Dollery,2006).
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Calcificagdes sdo comuns na aterosclerose progressiva e aumentam com a
idade. Restos de células apoptéticas, matriz extracelular e necrotic core agem para
formacao de graos de calcio que agem na estimulagédo de pontos de calcificagdo que
podem progredir para grande deposito de calcio. O necrotic core pode sofrer

processo completo de calcificagdo (Otsuka et al.,2014; Stary,2001;Qiao et al.,1995).

A metaplasia éssea pode ocorrer em lesbes humanas mas é raro nas artérias
humanas. Algumas vezes, existe presenga de placas fibrocalcificadas sem acumulos
de lipideos extracelular ou necrotic core. O mecanismo de formacao destas placas

nao é completamente compreendido (Qiao et al.,1995; Otsuka, 2013).

Durante a aterogénese, o seguimento do vaso tende a se remodelar em
crescimento externo para acomodar a placa ateromatosa sem que haja o

comprometimento da luz arterial (Glagov et al.,1987).

Este remodelamento expansivel é visto mais comumente em placas
fibroateromas e é correlatado positivamente com a inflamacgao da placa, atrofia da
meédia e tamanho do necrotic core. A este tipo de remodelamento da-se o nome de
positivo (Nishioka et al.,1996; Varnava,2002;BURKE,2002).

Placas fibrocalcificadas podem ter o chamado remodelamento negativo, no
qual o vaso diminui seu didmetro maximo, como se encurtasse e pequenas
quantidades de aterosclerose podem comprometer a luz arterial. (Nishioka et
al.,1996; Varnava,2002; BURKE,2002).

Aterosclerose pode determinar obstru¢do do fluxo coronariano e causar
angina do peito estavel, mas raramente é fatal na auséncia de cicatriz do miocardio,

qgue determina arritmia e pode causar morte subita (Davies,2000).

Sindromes coronarianas agudas ocorrem por oclusdo trombo-luminal ou uma
hemorragia subita na placa com ou sem vasoconstricgdo associada. Quando existe
supra desnivelamento do segmento supra ST, na maioria das vezes existe um
trombo oclusivo, porém, quando nao existe supra-desnivelamento do segmento ST
no eletrocardiograma, este trombo produz apenas uma coluséo parcial da artéria.
(Davies,2000; Libby,2006).
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A rotura da placa é a causa mais frequente de trombose. Existe uma rotura
da placa fibrosa e a exposicdo de material subcapsular altamente trombogénico ao
sangue. A partir disto, as plaquetas se aderem ativam e agregam-se desencadeando
o processo de formagao de um trombo sobre uma placa aterosclerética rota. Em
casos raros, um nodulo de calcio pode protundir através da capsula e ser o
mecanismo precipitante da trombose (Libby,2006; Falk,1995; Schaar et al.,2004;
Falk,2013).

Quando nao pode ser identificada rotura da capa através da microscopia, mas
existe a formagao de um trombo, justifica-se isto pelo fenbmeno de eroséo da placa.
(Libby,2006).

Este termo foi escolhido, porque o endotélio € ausente abaixo do trombo.
Recentes informacbes revelaram que a rotura da placa € um mecanismo
fisiopatoldgico mais comum das Sindromes Coronarianas Agudas (SCA) (Angina
estavel, infarto agudo do miocardio e morte subita) (Libby,2006; Falk,1995; Schaar
et al.,2004;Falk,2013).

Alguns estudos tém revelado que o diabetes mellitus (DM), o tabagismo e os
niveis de dislipidemia (DLP) estdo associados com niveis de trombose nas SCA por
rotura da placa (Schaar et al.,2004; Falk,2013).

A rotura da placa ocorre onde a capa € mais fina e mais infiltrada por células
espumosas. Em placas excéntricas, o ponto mais fraco sdao os ombros destas, e

apenas capas fibrosas finas estao sobre risco de rotura.(Falk,1995).

Quando a capa fibrosa tem menos de 65 micrometros, existe risco de rotura e
afinamento da capa fibrosa que envolvem dois mecanismos: 1- € a perda gradual de
células musculares lisas da capa fibrosa. Capas rotas contem menos células
musculares lisas e menos colagenos que capas intactas. Essa redugao do colageno
ocorre devido a acao de macréfagos que estao infiltrados na placa e degradam este
colageno (Libby,2006; Kolodgie et al.,2001; Van Der Wal et al.,1994).

A habilidade das estatinas em proteger contra eventos agudos indica que este
tipo de inflamacao é derivado de lipoproteinas, capas rotas contém bastante células
espumosas derivadas de macréfagos, as quais secretam enzimas proteoliticas, tais

como ativadores dos plasminogénio, catepsinas, e matriz metaloproteinases. Uma
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prova deste principio é a presengca de macrofagos secretores MMP-9 que em
modelos animais degradam a matriz extracelular e produz afinamento da capa
fibrosa e desta forma aumenta a chance de rotura da mesma. (Falk,1983; Van Der
Wal et al.,1994; Gough et al., 2006).

O processo de desenvolvimento da placa aterosclerdtica e afinamento da
capa fibrosa é extremamente lento, por isso apesar de nas fases iniciais da vida ja
haver estrias gordurosas, os eventos clinicos comumente ocorrem apos a quarta e

quinta década de vida (Stary et al.,1995; Dalager et al.,2007).

A rotura de uma placa fibrosa fina e a trombose subsequente geralmente
ocorre espontaneamente, mas em alguns casos, um aumento temporario no
estresse emocional ou fisico é um fator desencadeante deste evento. Fatores
desencadeantes conhecidos s&o, atividades fisicas, sexuais, raiva, ansiedade,
estresses no trabalho, terremotos, guerras, ataques terroristas, mudangas de
temperatura, infeccdes e uso de cocaina. O ritmo do ciclo circadiano também pode
desencadear o rompimento da placa, que ocorre predominantemente pela manha.
(Mittleman,2011; Muller et al.,1985;Martin et al.,2012).

O mecanismo que determina a trombose sem rotura da placa € uma das mais
importantes nao resolvidas questdes nas pesquisas com aterosclerose. O endotélio
abaixo do trombo €& usualmente ausente, mas n&o existe -caracteristicas
morfoldgicas identificadas na placa que predisponham a formagdo do trombo.
Alguns autores tém focado em reagdes inflamatérias existentes abaixo do trombo.
Vasosespasmo também tem sido sugerido como uma causa de lesdo endotelial e
consequentemente de trombose. (Libby,2006; Kramer et al.,2010;Virmani et
al.,2006).

Estudos de autopsia indicam que apenas a minoria das roturas ou erosdes
determinam eventos clinicos. A magnitude da resposta trombdética sobre uma placa

rota ou erodida varia extremamente. (Davies et al.,1989; Mann,1999).

Provavelmente, os determinantes classicos da triade de Virchow:
trombogenicidade do material exposto, disturbios de fluxo local e propenséao
sistémica a trombose. Com a rotura da placa, colageno, centro trombogénico de

lipideo, tecido apoptético sdo expostos aos agentes trombogénicos do sangue
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circulante. A erosdo da placa € provavelmente menos trombogénica que a rotura.
(Falk,2013; Barua,2013; Fernandez-Ortiz,1994).

A relagéo temporal entre a ruptura de uma placa e o inicio dos sintomas né&o é
facilmente compreendida. Algumas vezes, o material da placa é encontrado dentro
do trombo indicando a formagao deste imediatamente apds a ruptura da placa (Falk
1983; Van Der Wal et al.,1994).

Em outros casos, a resposta trombadtica € dindmica e trombose e trombdlises
associadas com vasoespasmos ocorrem simultaneamente, determinando alteracoes
de fluxo intermitentes e formagédo tardia do trombo. Algumas vezes, o fluxo
sanguineo continua através de uma lesao rota e trombo suboclusivo sobre esta,
porém, existe microembolizagdes distais que comprometem a viabilidade do
miocardio. (Falk,1985).

No padrdo n&o uniforme do denso colageno tipo 1 ou do colageno tipo 3
indica cicatrizagdo de uma placa rota e pode ser identificada em muitas placas
coronarianas, particularmente, naqueles que provocam crénico alto percentual de
estenose (Libby,2006; Mann,1999).

Para alguns, este evento indica que de uma forma silenciosa, a placa pode
sofrer ruptura ou erosdo seguida de trombose e cicatrizagdo sem a ocorréncia de

eventos clinicos (Yee,1999).

Em pesquisas clinicas existe a necessidade de caracterizagcdo da
aterosclerose ou de placas individualmente de acordo com caracteristicas que
permitam identificar o estado evolutivo e o risco de evolugdo da mesma, alguns
termos aplicados neste contexto: carga de placa, atividade e vulnerabilidade (Schaar
et al.,2004).

Quantidade ou carga de placa é a medida da extensdo da aterosclerose no
corpo ou em particular sitio vascular independente da atividade e composicdo da
mesma. Isto pode ser medido pelo volume da placa, superficie arterial coberta por
lesdes (Dalager et al.,2008; Otsuka et al.,2012).

Devido a aterosclerose ser uma doenca multifocal que pode afetar a

vasculatura inteira do organismo tendo uma elevada quantidade de placa em um
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territorio pode significar a presengca de doenca avangada em qualquer territério
vascular susceptivel.(Otsuka et al.,2012; Sillesen et al 2012).

Consistente com a caracteristica de modificacao lenta de tecidos fibréticos e
hipocelulares, a quantidade de placa muda vagarosamente e de forma modesta com
a terapia que diminui o risco de eventos clinicos agudos (Kragel et al.,1989;

Gongalves et al.,2010).

Dentre os diferentes componentes da placa aterosclerdtica, lipideos e
macrofagos parecem ser os mais relacionados a regressao. Atividade da doencga ou
de placas individuais € importante, porém um dificil conceito. A habilidade de avaliar
esta atividade por biomarcadores ou exames de imagem poderia contribuir para o
descobrimento de fatores causais e terapias que controlassem a placa
aterosclerdtica e com isso reduzissem a chance de eventos clinicos. (Kini et
al.,2013; Bjorkegren et al.,2014).

Infelizmente, ndo existem estudos que tenham avaliado com possibilidade de
aplicagao clinica tal atividade. Existe uma dificuldade quanto ao conceito de
atividade da placa pois ndo €& simples defini-lo, alguns autores utilizam a

mensuragao da inflamacé&o, outros a densidade de macrdfagos na placa (Falk,2006).

Existem outros processos em placas ateroscleréticas, tais como: necrose
intimal que tem sido relacionada com atividade da placa, destaca-se ainda a
angiogénese, auséncia de endotélio, sangramento da placa e outros (Falk,2006).

Acredita-se haver diferengas importantes entre a inflamagdo no inicio da
aterosclerose e a inflamacédo local na capa fibrosa que determina sua rotura
portanto, o conceito e a medida da atividade da placa representam um desafio da

cardiologia moderna (Kolodgie et al.,2001; Falk,2006).

Para predizer quais placas estdo em riscos de formacgao de trombo e entender
0S mecanismos que levam a isto, muitos esforcos tém sido desprendidos na
tentativa de identificar fatores relacionados as chamadas placas vulneraveis, ou
seja, aquelas que tém alto risco de trombose num curto intervalo de tempo (Schaar
et al.,2004).
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O termo placa vulneravel tem sido mais utilizado para descrever a presenca
de certas placas em pacientes que apresentam um risco em curto intervalo de tempo
de sofrerem trombose e determinarem um evento clinico agudo. Isto depende da
quantidade de placa, da vulnerabilidade da placa numa propensao trombotica
sistémica e uma susceptibilidade do miocardio a isquemia e a arritmia (Schaar et
al.,2004).

Marcadores de riscos de vulnerabilidade de placas sdao grandes necrotic core,
capas fibrosas finas (menor 65micrometros), alta densidade de macrofagos, poucas
células musculares, remodelamento positivo, neovasculatura, hemorragia de placa,
inflamacdo da adventicia e perivascular, e pontos de calcificagdo (Falk,1995;
Kolodgie et al.,2001)

Aspectos hidro-hemodinamicos s&o relevantes no processo ateroscleroético. O
estresse laminar estimula a superéxido dismutase, Oxido nitrico sintetase, fator
KupferLike 2 (antiinflamatdrio, antitrombédtico e vasodilator), kB2 (atuando na
inibicdo do fator nuclear Kappa Beta), determinado redug¢ao do estado inflamatério e
pré-trombdtico) e diminui o Thioredoxin-interacting protein (TxNIP) (atuando no
aumento de tioredoxina, determinando efeito antiinflamatério e reduzindo ASK e
JNK/p38) (Falk,1983; Libby,2006).

Estudos tém sugerido participagdo dos mastécitos no processo
aterosclerdtico, pois sdo encontrados em lesdes ateroscleréticas e acredita-se que
causam inflamacgao pela secrecdo de citocinas que podem atrair outras células
imunolodgicas e alterar a atividade de células endoteliais, da musculatura lisa ou de

proteases envolvidas no remodelamento vascular (Rackley,2009).
3.4 IL-17A na Doenca Arterial Coronariana

Uma linhagem de linfécitos T, chamados de 17 tém sido relacionada a doenca
aterosclerdtica coronariana. Essas células produzem interleucinas, tais como IL 17-
A, IL- 21, IL- 22 e outras. Essas citocinas induzem a expressao de IL-6, IL8, IL1
Beta, fator de necrose tumoral, proteina C reativa, quimiocinas, moléculas de
adesao, prostaglandinas E2, oxido nitrico, cicloxigenase 2, matriz metaloproteinases,
células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos. Em 2006, Hashmia e

colaboradores demonstraram que na sindrome coronariana aguda os niveis de IL-17
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e linfocitos T 17 estdo elevados (Hashmia et al.,2006). Em 2008, Cheng e
colaboradores realizaram estudo que confirmou a elevagao das IL-17 e dos linfocitos
T 17 em sangue periférico de pacientes com sindrome coronariana aguda (Cheng et
al. 2008)

A DAC pode ter apresentagdes clinicas diversas, a saber: doencga arterial
cronica estavel (angina estavel e isquemia silenciosa) e sindrome coronariana aguda
(angina instavel, infarto agudo do miocardio e morte subita). (Hani et al.,2012;Patrick
et al., 2012; Stephan et al.,2012).

Na DAC crénica existe crescimento progressivo da placa de ateroma e
quando este obstrui 70% ou mais do didmetro interno da artéria pode haver
isquemia do miocardio relacionada ao aumento das necessidades de oxigénio e
nutrientes (isquemia de demanda). (Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et
al.,2012).

O paciente pode apresentar sintomas (angina estavel) ou n&o, sendo neste
caso detectado a isquemia por exames complementares (isquemia silenciosa) (Hani
et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et al.,2012).

Nas sindromes coronarianas agudas o substrato fisiopatolégico na maioria
das vezes é a formacgao de um trombo relacionado a uma placa aterosclerética que
nao obstrui mais que 70% do vaso. Tal placa sofre rotura da capa fibrosa e existe
exposicao de material trombogénico ao sangue circulante, sendo desencadeado os
mecanismos formadores de trombo (Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et
al.,2012).

Quando existe sintomas pode levar também a certas alteragdes
eletrocardiograficas e de enzimas cardiacas que dividem os pacientes naqueles com
infarto agudo do miocardio (oclusdo total da artéria) ou com angina instavel
(suboclusao da artéria). (Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et al.,2012).

A oclusao subita de uma artéria coronariana pelo mecanismo descrito acima
pode determinar a morte rapida e inesperada do paciente, o que € denominado
morte subita. (Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et al.,2012).
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A terapia farmacolégia dos pacientes com DAC é baseada nas seguintes
classes de medicagdes: antiagregantes plaquetarios (aspirinas, clopidogrel,
ticagrelol e prasugrel), anticoagulantes (heparina n&o fracionada, heparina de baixo
peso molecular, fondoparinux e bivalirudina), anti-isquémicos (nitratos,
betabloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio) e outras medicagbes como
exemplo: vastatinas, inibidores da enzima de conversdo da angiotensina,
antiarritmicos, etc. (Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et al.,2012).

Os tipos de medicacdes utilizados no tratamento dos pacientes dependem
dos tipos de manifestacbes clinicas e de caracteristicas préprias dos pacientes.
(Hani et al.,2012; Patrick et al., 2012; Stephan et al.,2012).

4 HIPOTESE

As interleucinas IL-17A ndo esta aumentada no sangue periférico de
pacientes brasileiros com diagnostico angiografico de doenga arterial coronariana

cronica.

5 METODOS

5.1 Delineamento do Estudo

Esse foi um estudo transversal, prospectivo e analitico, realizado no periodo
de margo de 2012 a agosto 2013 no setor da Hemodinamica do Hospital das
Clinicas da UFPE e no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas (LINAT). O periodo de recrutamento dos pacientes foi de margo de
2012 a dezembro de 2012.

5.2 Populagao

A amostra foi composta de 40 pacientes (definicdo arbitraria dos

pesquisadores) atendidos nos Hospital das Clinicas da UFPE.
Foram incluidos os pacientes que apresentarem todos os critérios de

inclusao, e excluidos aqueles que tiverem pelo menos um dos critérios de exclusao.

Critérios de inclusdo: Idade entre 18 e 80 anos, presenca de doencga arterial

coronariana cronica em classe funcional Cardiovascular Canadian Society IIl ou IV
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com cintilografia do miocardio evidenciando isquemia (na vigéncia de tratamento
clinico otimizado), que n&o tenham sido submetidos a nenhuma modalidade de
revascularizacdo do miocardio, que tivessem pelo menos uma estenose coronariana

= 50% de acordo com angiografia coronariana realizada no dia do recrutamento.

Critérios de exclusdo: pacientes com hepatopatia ou pneumopatia grave,
portadores de cancer ou qualquer doenga reumatolégica ou imune, ou que tivessem

sofrido doenga aguda nos ultimos 3 meses.

Foram avaliadas as IL-17A de 20 voluntarios saudaveis, sendo os resultados
usados como referéncia dos valores normais. Todos os paciente e controles foram
orientados quanto ao estudo, com concorddncia e assinaram do termo de

consentimento livre e esclarecido.

5.3. Ficha clinica do estudo

Os pesquisadores utilizaram uma ficha clinica estruturada para coleta de

variaveis clinicas e de exames complementares de interesse (anexo 03).

5.4 Protocolo de avaliagao de Interleucinas Inflamatérias IL-17A

5.41 Coleta de amostras de sangue periférico

Para este estudo foi necessario coletar amostras do sangue periférico. As
coletas foram feitas por profissionais devidamente treinados para reduzir os riscos
para o paciente. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorizagdo prévia dos
voluntarios. Para isso, membros da equipe apresentaram aos pacientes o objetivo
do estudo e o interesse da sua participagao. As amostras de sangue periférico foram
obtidas em tubos de coleta (vacuette) contendo anticoagulante heparina (2x9ml),
dos quais foram isoladas as PBMCs. Também coletamos amostras de sangue
periférico em tubos secos contendo gel separador (1x5ml), dos quais obtivemos o
soro. Anteriormente, a analise das citocinas, as amostras de sangue periférico
contidas nos tubos secos com gel separador foram centrifugadas a 1811G por 10
min, sendo entdo obtido o soro que foi armazenado em tubos eppendorf de 1,5ml e

estocados a temperatura de -80°C para posterior quantificacdo de citocina.
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5.4.2 Cultura de PBMCs de Pacientes com DAC cronica e Controles Sadios

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a
partir do sangue total por centrifugagdo com FicollPaqueTM Plus (GE HealthcareBio-
Sciences) no Laboratério de Imunomodulagédo e Novas Abordagens Terapéuticas
(LINAT) do Nucleo de Pesquisa e Inovagdo Terapéutica (NUPIT). As PBMCs
isoladas foram contadas e cultivadas na concentragdo (10° células/1000uL) em meio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bolvino Fetal
(Lonza), 10mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
(Gibco) e 200U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco) em placa de cultura de 24
pocos (TPP). Foram determinadas 2 condigbes: apenas células e células
estimuladas com anti-human CD3 e anti-human CD28 (Ebiosciences) nas devidas

concentragbes 2,5ug/mL e 2,0ug/mL. Estas células foram cultivadas a 37°C em
estufa de CO2 (5%, Ultrasafe, HF 212 UV) durante 48 horas. A contagem foi
efetuada em Camara de Neubauer. Apds o periodo de 48 horas, os sobrenadantes

de cultura com a produgao espontanea e estimulada de citocinas foram coletados e
armazenados a -20°C. (Figura 4).

Coleta de Sangue @) »
L 10ml
Cultura de Células
. Cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco)
Iscladas por centrifugagdo suplementado (L-Glutamina, 10% SF, 10mM
(Ficoll PagueTMPlus) de HEPES e 200U/ml de
105 células1000pL Penicilina/Estreptomicina )
PEMCs

Contagem
Camara de Neubauer

Estufa de CO2 Producéo de
5% a 37°C Citocinas 48h

ELISA Sanduiche

Determinagéo IL 17A

de Citocinas

Soro Sobrenadantes

Figura 4. Protocolo de avaliagao das citocinas inflamatérias.
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5.4.3 Determinacao de citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante de cultura e no soro dos pacientes e
dos controles foram quantificadas por ELISA sanduiche (Enzyme-
linkedimmunosorbentassay) analisando a citocina IL-17A (Ebiosciences), seguindo
as informagdes recomendadas pelos fornecedores. Os resultados colorimétricos
obtidos a partir da etapa final do ELISA sanduiche foram lidos no espectrofotdmetro
(EL808, Biotek) na faixa de 450 e 570 nm. O limite de detecc¢do para cada kit foi: IL-
17A (3,906 pg/ml).

5.5 Fluxograma do estudo

Os potenciais candidatos foram identificados no setor de cardiologia invasiva
do Hospital das Clinicas da UFPE (pacientes com indicagdao clinica de

cinecoronariografia) de contato pessoal dos investigadores com os mesmos.

ApoOs avaliagdo dos critérios de inclusao e exclusdo, aos pacientes que
preencheram os critérios foi explicado o estudo, com seus potenciais beneficios e
riscos. Em seguida os pacientes foram convidados a participarem da pesquisa,
sendo que para aqueles que aceitaram foram solicitadas as assinaturas do termo de

consentimento livre e esclarecido do estudo (anexo 1).

A seguir foi realizada uma anamnese e um exame clinico direcionados para
preenchimento da ficha clinica do estudo. Posteriormente foi coletada uma amostra
de 10 mililitros de sangue periférico. O sangue coletado foi enviado para o nucleo de
pesquisa e inovacgdo terapéutica (NUPIT), onde foram avaliadas as citocinas

inflamatodrias.

No Hospital das Clinicas foram identificados os 20 voluntarios saudaveis
(funcionarios ou estudantes da area de saude) aos quais foram explicados o estudo,
riscos e beneficios. Em seguida foram convidados a participarem da pesquisa, e 0s
que aceitaram assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido de voluntario
(anexo 2), sendo posteriormente realizada a coleta do sangue e o0 envio ao LINAT

para avaliagdo dos marcadores inflamatérios. (Figura 5)
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Figura 5. Fluxograma do estudo

5.6 Analise Estatistica
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As variaveis categoricas foram descritas na forma de percentagem, enquanto

as numeéricas na mediana e valores maximo e minimo, devido a distribuicdo anormal.

A verificagao da normalidade da distribuicdo dos valores foi realizada aplicando-se o

teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Foram

realizadas descri¢des

estatisticas das frequéncias das variaveis de interesse do estudo (clinicas e

laboratoriais). Analise comparativa das interleucinas foi realizada através do teste T

nao paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes, enquanto valores entre 0,05 e 0,10 serdo marginalmente significativos.

Foi utilizado o programa SPSS verséao 15.

5.7

Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da

instituicdo e apenas teve inicio apos a aprovacdo do mesmo. Protocolo de
aprovacgao: Registro CEP/CCS/UFPE n° 297/10 (anexo 4).
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6.1 Resultados I: Artigo original sobre IL 17
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ABSTRACT

The role of the immune and inflammatory pathways in coronary artery disease (CAD) is
important but not complete understood. The aim of this study was to evaluate interleukins 17

A levels in patients with stable coronary artery disease.

This is a cross-sectional, prospective, analytical study, conducted from August to December
2012. We included 40 patients (P) with stable CAD, and 20 healthy volunteers (C) to take up
comparison of interleukins concentrations. There were 26 men and 14 women in the group of
the patients and 12 men and 8 women in the controls. The age was similar between the
groups. The comparison between the groups showed: Interleukin 17 A: Serum: P = (P) = 3,91
(3,91--3,91) vs (C) = 3,91 (3,91--3,91), p = 0.3; culture without stimulus: P = 3,91 (3,91--
3,91) vs C = 3,91 (3,91--3,91), p = 0.3; culture with stimulus: P = 222,12 (27,60--707,35) vs
C = 154,39 (3,91--574,80), p = 0.4. There were no differences in interleukins 17
concentrations, does not matter serum, cell in culture. In conclusion, patients with stable CAD

did not have interleukin 17 A concentrations increased.
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INTRODUCTION

Coronary atherosclerosis is a major cause of death in humans. The roles of
inflammation and immunity in the pathophysiology of coronary artery disease (CAD) and in

the occurrence of clinical events have been clarified in recent years [1,2].

The progression of atherosclerosis is associated with both the innate and adaptive
immune systems. Macrophages, which are cells that play a central role in atherosclerosis,
produce inflammatory cytokines and growth factors that have an essential participation in the

pathophysiology of atherosclerosis [3-5].

Three cell lines originating from CD4 lymphocytes are closely associated with

atherosclerosis, namely Th1 and Th2 T-helper cells and cytotoxic T cells (CD8) [3-8].

A new T-lymphocyte cell line, T-helper 17 cells (Th17), has been associated with
coronary atherosclerotic disease. These cells produce interleukins such as IL-17, IL-21, and
IL-22. These cytokines induce the expressions of IL-6, IL-8, IL-1 beta, tumor necrosis factor,
C-reactive protein, chemokines, adhesion molecules, prostaglandins E2, nitric oxide,
cyclooxygenase 2, matrix metalloproteinases, endothelial cells, smooth muscle cells, and

macrophages [9,10].

Although the participation of IL-17 in CAD has been studied, several aspects still need

to be clarified [9,10].

The primary objective of the present study was to compare serum IL-17 levels
between patients with CAD and healthy volunteers. In addition, we compared the IL-17 levels

in cell cultures with and without stimulation from patients and controls.

METHODS

This was a prospective, descriptive, and cross-sectional study conducted between
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August and December 2012. This study was conducted in accordance with the ethical
principles regarding clinical research and was approved by the clinical research ethics

committee of the institution where it was performed.

The study sample was defined empirically by the researchers. It included 40 patients
with CAD and Canadian Cardiovascular Society functional class III or IV; who had
myocardial scintigrams showing ischemia (under optimized medical treatment) but had not
undergone myocardial revascularization; who had at least one coronary stenosis > 50%
according to the result of the coronary angiography performed on the recruitment day; who
did not have severe liver or lung disease, cancer, or any rheumatic or immune disease; who

had not undergone acute disease in the last 3 months; and who agreed to participate in the

study by signing the consent form.

Twenty healthy volunteers were selected as controls and were matched with the

patients (1:2) for sex and age (£3 years).

The clinical characteristics of the patients were evaluated by anamnesis and physical

examination, and data were collected and stored through questionnaires.

Coronary angiography was performed according to the standard technique. Stenoses

were categorized as moderate (50% to 69% obstruction) and severe (>70% obstruction).

The patients were categorized according to the number of arteries with stenosis; they
were considered as having a single-artery disease (one artery with stenosis > 50%), a two-
artery disease (two arteries with stenosis), or a multi-artery disease (3 or more arteries with

stenosis) [11].

A 10-mL sample of peripheral blood was collected from the patients and controls

immediately after recruitment, which was sent to the laboratory for enzyme-linked
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immunosorbent assay (ELISA) and cell culture.

Mononuclear cells were extracted from the heparinized peripheral blood samples from
the patients and controls. These cells were then isolated using the standard Ficoll-Hypaque
density gradient centrifugation method (GE Healthcare). The cells were placed in a Neubauer
chamber, and cell viability was determined using the trypan blue exclusion method. Cells
were used when viability was >98%. Comparisons were made after 48 hours of culture with
and without stimulation.

ELISA kits were used (according to the manufacturer’s instructions) to determine IL-

17 concentrations. The lower detection limit was 0.03 pg/mL.

Descriptive statistical analysis was performed to describe the clinical variables and
complementary tests in the study. The Kolmogorov-Smirnov normality test was applied for
quantitative variables, and the Mann-Whitney nonparametric test was used to compare the
groups. A P < 0.05 was considered as statistically significant. The categorical variables were

expressed as percentages, and the numerical were expressed as median and range values.

Comparative analyses of IL-17 levels in serum and cell cultures with and without
stimulation were performed between the patient and control groups. In addition, IL-17 levels
were compared between the diabetic, dyslipidemic, and smoker patient groups. The analyses

were performed using the SPSS version 15 software.

RESULTS

The patient group included 24 men and 16 women, and the control group was
comprised of 12 men and 8 women. No significant difference in age was observed between

the groups patients: 63.2 + 8.9 years and controls: 57.9 + 9.4 years, p = not significant).

The following were the main clinical characteristics of the patients: systemic arterial

hypertension (SAH), 100%; dyslipidemia (DLP), 47.5%; diabetes mellitus (DM), 37.5%;
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smoking, 47.5%; history of acute myocardial infarction, 35%; alcoholism, 30%; peripheral
artery disease, 15%; stroke, 5%; and chronic kidney disease, 5%. The most frequent family

histories were the following: SAH, 28%; DM, 14%; DLP, 14%; CAD, 13%; and stroke, 6%.

Stenosis > 50% was present in the anterior descending artery in 31 patients, in the
circumflex artery in 19 patients, and in the right coronary artery in 24 patients. No cases of
stenosis were observed in the left coronary branch. Eighteen patients (45%) had single-artery
disease, 8 patients (20%) had two-artery disease, and 14 patients (35%) had multi-artery

disease.

The results of the comparisons of the IL-17 A levels between the groups (patients vs.
controls) were as follows: serum, 3.91 (3.91-3.91) vs 3.91 (3.91-3.91), P = 0.3; cell culture
without stimulation, 3.91 (3.91-3.91) vs 3.91 (3.91-3.91), P = 0.3; cell culture with

stimulation, 222.12 (27.60-707.35) vs 154.39 (3.91-574.80), P = 0.4. (Table 1)

In addition, no significant differences in IL-17 A levels were observed between the

diabetic, dyslipidemic, and smoker subgroups in the assessed scenarios (Tables 2 and 3).

DISCUSSION

Our study demonstrated that the IL-17 A levels were not increased in the patients with

chronic and stable CAD, and coronary stenosis > 50% on coronary artery angiography.

Atherosclerosis is caused by the penetration of abnormal circulating lipoproteins into
the arterial walls and inflammation resulting from vascular injury that contributes to the
formation of atheroma [12,13]. These phenomena that occur in the coronary arteries lead to

CAD [13].

The progression of CAD includes phases such as rupture or erosion of the

atheromatous plaque, intraplaque hemorrhage, inadequate arterial remodeling, inflammatory
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aneurism, and embolization of plaque debris. Inflammation plays a significant role in all these

phases [14].

Active chronic inflammation with periods of exacerbation is a characteristic of CAD
15 Inflammation is activated by innate immunity via myeloid cells and innate lymphocytes
that recognize antigens and present them to T lymphocytes, thus initiating an adaptive

immune response [15,16].

CD4" T cells are the major effectors of adaptive immunity; they release interleukins
that act on myeloid cells, other lymphocytes, and tissue cells to eradicate sources of antigens

[16].

Th17 cells that produce IL-17 exhibit plasticity by changing the effector cytokines
they release in response to environmental stimuli; they are sometimes converted from effector

cells into protective regulatory T cells [17].

The roles of IL-17 in CAD are controversial. Some authors believe that this cytokine
has a pro-atherosclerotic effect, and others state that it has an atheroprotective action [18].
However, it is an uncontested fact that IL-17 has been found in plaques of human atheromas

[19].

In the study by Zhendon et al [20], IL-17 did not have correlations with the thickness
of the intima-media complex of the carotid arteries, which is a measure that is known to have

a correlation with CAD.

Patients with acute coronary syndromes exhibit higher IL-17 levels, compared with
patients with stable CAD or healthy controls [21]. A possible explanation for this is the fact
that this interleukin induces apoptosis in the cells of the vascular endothelium and

accumulation of macrophages in the atheroma plaque, thus leading to rupture and thrombosis.
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In addition, it induces the release of other ILs such as IL-6 and IL-8 [18,21].

However, the immunoinflammatory response has a dynamic aspect that is affected by
the type and quantity of existing cytokines; this balance determines the final pro- or anti-
atherogenic effect of some cells and molecules. In this scenario, the environment in which the

events and sources of antigens occur has a relevant role 13,15,22,23].

Our comparison between the patients with stable CAD and controls did not show an
increase in IL-17 A. We can thus hypothesize that the differentiation of T lymphocytes into
Th17 cells and subsequent production of IL-17 A did not occur or was not sufficient to allow
the detection of increased cytokine concentrations in peripheral blood.

This finding can be explained by the diagnosis of chronic CAD in the patients under
study and is in line with the study by Hashmi et al.[21], in which only patients with acute
artery disease exhibited elevated IL-17 levels.

The differentiation of CD4" into Th17 cells is affected by IL-6 levels, which are low
in patients with stable and chronic CAD[18,24,25]. Considering that the patients in our study
had chronic and stable CAD, we probably did not observe an increase in IL-17 levels because

the number of Th17 cells was small.

The pro-apoptotic effect of IL-17 may occur via T-cell binding, endothelial

dysfunction, and vascular injury [18].

Therefore, we support the hypothesis that IL-17 participates in the pathophysiology of
acute coronary syndromes and that when the levels of this cytokine are not elevated, CAD is

in a chronic and stable phase, as was demonstrated by our study and other studies.

CONCLUSIONS

The present study showed that the systemic IL-17 A levels were not elevated in the
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patients with CAD. These results are novel because we assessed patients with chronic and
stable CAD, whereas other studies evaluated patients with acute CAD. There is increasing

evidence that IL-17 levels are not increased in patients with chronic CAD.

Table 1. Interleukin 17 A : Comparison between patients and controls

Groups
Variables Cases Controls p-value *
Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3)

IL17 A Serum 3.91 (3.91; 3.91) 3.91 (3.91; 3.91) 0.363
IL17 A - 48h without

stimulation 3.91(3.91; 3.91) 3.91(3.91;3.91) 0.301
IL 17 A- 48h with

stimulation 222.12 (27.60; 707.35)  154.39 (3.91; 574.80) 0.479

(*) Teste Mann-Whitney, IL: Interleukin
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Table 2. Interleukin 17 A: Comparison according to diabetes and smoking status

Groups

IL17 A
IL17 A Serum IL17 A-48h IL17 A - 48h with
without stimulation
stimulation
Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3)

Diabetes Mellitus

Diabetic cases
Controls

p-value *

Not diabetic cases
Controls

p-value *

Diabetic cases

Not diabetic cases

p-value *

Smoking

Smoking cases

Controls

p-value *

Not smoking cases

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.827

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.247

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.197

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.311

3.91(3.91; 3.91)

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.069

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.898

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.054

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.941

3.91(3.91; 3.91)

199.39 (3.91; 520.61)
154.39 (3.91; 574.80)

0.973

358.48 (67.58; 900.15)
154.39 (3.91; 574.80)

0.291

199.39 (3.91; 520.61)
358.48 (67.58; 900.15)

0.281

222.12 (55.45; 725.15)
154.39 (3.91; 574.80)

0.428

213.03 (3.91; 741.82)



Controls

p-valor *

Smoking cases
Not smoking cases

p-value *

3.91(3.91; 3.91)

0.646

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.342

3.91(3.91; 3.91)

0.088

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.091

54

154.39 (3.91; 574.80)

0.655

222.12 (55.45; 725.15)
213.03 (3.91; 741.82)

0.818

(*) Teste Mann-Whitney, IL:

Interleukin
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Table 3. Interleukin 17 A: Comparisons according to the presence or absence of dyslipidemia

IL17 A
IL17 A SERUM IL17 A-48h IL 17 - 48h with
Groups without stimulation
stimulation
Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3)
Dyslipidemia

Dyslipidemic cases
Controls

p-value *

Not dyslipidemic cases
Controls

p-value *

Dyslipidemic cases
Not dyslipidemic cases

p-value *

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.699

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.287

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.293

3.91(3.91; 3.91)
391 (3.91; 3.91)

0.163

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.583

3.91(3.91; 3.91)
3.91(3.91; 3.91)

0.553

464.55 (111.51; 922.12)
154.39 (3.91; 574.80)

0.247

194.85 (3.91; 546.36)
154.39 (3.91; 574.80)

0.916

464.55 (111.51; 922.12)
194.85 (3.91; 546.36)

0.184

(*) Teste Mann-Whitney, IL: Interleukin



56

REFERENCES

1. Libby P. The vascular biology of atherosclerosis. In: Braunwald s Heart Disease. A
Textbook of Cardiovascular Medicine. Editors: Libby P, Bonow RO, Mann DL, Zipes DP.

Eighth edition 2012. Saunders Elsevier, Philadelphia, USA.

2. Hamm CW, Mollmann H, Bassand JP, Van der Werf F. Acute coronary

Syndromes. In: The ESC Textbook of Cardiovascular Medicine. Editors: Camm

AlJ, Luscher TF, Serruys PW. Second edition 2009. Oxford University Press Inc, New York,

USA.

3. Hansson GK, Libby P, Schonbeck U, Qun ZY. Innate and adaptative immunity in the

pathogenesis of atherosclerosis. Circ Res. 2002;91:281-291.

4. Binder CJ, Chang MK, Shaw PX, Miller YI, Hartvigsen K, Dewan A et al. Innate and

acquired immunityin atherogenesis. Nat Med. 2002;8:1218-1226.

5. Rackley CE. Pathogenesis of atherosclerosis. www.uptodate.com/ acesso em 20/06/2014

6. Wyss CA, Neidhart M, Altwegg L, Spanaus KS, Yonekawa K, Wischnewsky MB et al.
Cellular actors, Toll-like receptors, and local cytokine profile in acute coronary syndromes.

European Heart Journal. 2010;31:1457-1469.

7. Pei F, Han Y, Zhang X, Yan C, Huang M, Deng J et al. Association analysis of the IL17-
F His 161 ARG and polymorphism in myocardial infarction. Coronary artery  disease.

2009;20:513-517.

8. Geng YJ, Libby P. Progression of atheroma. A struggle between death and  procreation.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22:1370-1380.

9. Cheng X, Yu X, Ding YJ, Fu QQ, Xie JJ, Tang TT et al. The Th 17/Treg imbalance in



57

patients with acute coronary syndrome. Clin Immunol. 2008;127:89-97.

10. Aukrust P, Otterdal K, Yndestad A, Sandberg WJ, Smith C, Ueland T et al. The complex

role of T cell based immunity in atherosclerosis. Curr. Atheroscler. Rep. 2008;10:236-243.

11. Kundtson M. Coronary scoring systems. A  historical perspective.

www.approach.org/images/CorScorTut/History of Coronary Scoring.pdf. Acesso

05/02/2014.
12. Ross R. Atherosclerosis: an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999; 340:115-126.
13. Taleb S, Tedgui A, Mallat Z, Adaptive T cell immuneresponses and atherogenesis, Curr.

Opin. Pharmacol. 2010;10: 197-202.

14. Libby P, Okamoto Y, Rocha VZ, Folco E. Inflammation in atheroscle- rosis: transition

from theory to practice. Circ J. 2010;74:213-220.

15. Jordan S. Pober. Interleukin-17 and Atherosclerotic Vascular Disease. Arterioscler

Thromb Vasc Biol. 2011;31:1465-1466

16. Allusto F, Lanzavecchia A. Heterogeneity of CD4[] memory T cells: functional modules

for tailored immunity. Eur J Immunol. 2009;39: 2076 —2082.

17. Zhou L, Chong MM, Littman DR. Plasticity of CD4[] T cell lineage differentiation.

Immunity. 2009;30:646—655.

18. Zhu F, Wang Q, Guo C, Wang X, Cao X, Shi Y, et al. IL-17 induces apoptosis of
vascular endothelial cells — A potential mechanism for human acute coronary syndrome.

Clinical Immunology. 2011;141:152-160

19. de Boer JJ, van der Meer JJ, Teeling P, van der Loos CM, Idu MM, van Maldegem F, et

al. Differential expression of interleukin-17 family cytokines in intact and complicated



58

human atherosclerotic plaques, J. Pathol. 2010;220:499-508.

20. Liva Z, Lua F, Pana H, Zhaoa Y, Wanga S, Suna S, et al. Correlation of peripheral Th17
cells and Thl7-associated cytokines to the severity of carotid artery plaque and its clinical

implication . Atherosclerosis. 2012;221:232-241

21. Hashmia S and Zengb QT. Role of interleukin-17 and interleukin-17-induced cytokines
interleukin-6 and interleukin-8 in unstable coronary artery disease. Coron Artery Dis.

2006;17:699-706

22. Zhang X, Pei F, Zhang MX, Yan C, Huang M, Wang T, et al. Interleukin-17A gene
variants and risk of coronary artery disease: A large angiography-based study . Clinica

Chimica Acta. 2011:412; 327-331.

23. Usui F, Kimura H, Ohshiro T, Tatsumi K, Kawashima A, Nishiyama A, et al.
Interleukin-17 deficiency reduced vascular inflammation and development of atherosclerosis
in Western diet-induced apoE-deficient mice. Biochemical and Biophysical Research

Communications. 2012;420:72-77

24. Kimura A, Kishimoto T. IL 6 Regulator of Treg/Th 17 balance. Euro. J. Immunol.

2010;40:1830-1835

25. Chen Z, O’Shea JJ. Th 17 cells: a new fate for differentiating helper T cells. Immunol.

Res. 2008;41:87-102.



59

6.2 Resultados ll: Subanalises de Acordo com a Gravidade da Estenose,
Extensao da Lesao e Género dos Pacientes

As principais caracteristicas clinicas dos pacientes sao descritas na tabela (4).

Tabela 4. Perfil Clinico dos Pacientes

Variaveis Resultados
Homem, n (%) 26 (65%)
Mulher, n (%) 14 (35%)
Idade, media +- DP 63.2+8.9
Dislipidemia, n (%) 19 (47,5%)
Diabetes Mellitus, n (%) 15 (37.5%)
Tabagismo, n (%) 19 (47,5%)
Infarto Agudo do Miocardio, n (%) 14 (35%)
Etilista, n (%) 12 (30%)
Doenca Arterial Periférica, n (%) 06 (15%)
Acidente Vascular Encefalico, n (%) 02 (5%)
Doenga Renal Crdnica 02 (5%)

Analises de subgrupos foram realizadas e a seguir apresentaremos algumas.
Salienta-se que nesta dissertagdo de mestrado ndo existe o objetivo de discutir
detalhadamente tais subandlises, visto que tal abordagem sera realizada em outro
momento.

Os pesquisadores pretendem escrever artigos com estas subanalises, e nestes
serdo discutidos seus detalhes.

Neste momento a autora da dissertagdo apenas comentara alguns aspectos
relevantes deste do seu estudo.

Comparando-se os niveis de IL-17A de acordo com a gravidade de estenose

nao houve diferenga estatistica entre os grupos. (graficos 1, 2, 3 e tabela 5)



Grafico 1 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17 A no soro de acordo com a
gravidade da estenose
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Grafico 2 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células sem
estimulos (48 horas) de acordo com a gravidade da estenose
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Grafico 3 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células com

estimulos (48 horas) de acordo com a gravidade da estenose
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Tabela 5. Comparagoes nos niveis da interleucina 17A no soro e em cultura de
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células com 48horas com e sem estimulos segundo o grupo de pacientes e

classificagao da lesdo (CATE)

CATE
Variavel Avaliagao Grave Moderada Controle Valor de p
Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max)
CIL17 A Soro 3,91 (3,91;72,27) 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91;28,84) p) = 0,537
Sem estimulo 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91; 86747,84) 3,91 (3,91; 53,37) p = 0,556
Comestimulo 241,82 (3,91; 2200,74) 217,58 (3,91; 1346,36) 154,39 (3,91 ;1353,37) p" = 0,750

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(1): Através do teste de Kruskal Wallis.

A comparacédo dos os niveis de IL 17 A de acordo com a presenga ou nao de

estenoses em 3 artérias coronarias revelou ndo haver diferenga entre os grupos.

(gréficos 4, 5, 6 e tabela 6)
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Grafico 4 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17 A no soro de acordo com a
presenca ou nao de estenoses em trés artérias
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Grafico 5 — Comparacgées dos niveis de interleucina 17 A em cultura de células (48
horas) sem estimulos com a presenga ou nao de estenoses em trés artérias
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Grafico 6 — Comparagoes dos niveis da interleucina 17 A em cultura de células 48

horas com estimulos com a presenga ou nao de estenoses em trés artérias.
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Tabela 6. Comparagoes nos niveis de interleucina 17A no soro e em cultura de

células com 48horas com e sem estimulos segundo o grupo de pacientes com

a presenca ou nao de estenoses em trés artérias.

Triarterial
Variavel Avaliagao Grave Nao grave Controle Valor de p
Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max)
e IL17 A Soro 3,91 (3,91; 72,27) 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91;28,84) p" =0,536
Sem estimulo 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91; 86747,84) 3,91 (3,91; 53,37) p) = 0,428
Com estimulo 222,12 (3,91;53,37) 222,12 (3,91;2200,74) 154,39 (3,91;1353,37) p™" =0,588

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Kruskal Wallis.
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A comparagdo entre pacientes homens versus controles homens, pacientes
mulheres versus controles mulheres e pacientes homens versus pacientes mulheres
revelou que os pacientes homens apresentaram maiores niveis de IL-17 A do que

pacientes mulheres e homens controles. (Graficos 7, 8, 9 e tabela 7)

Grafico 7 Comparagées dos niveis de interleucina 17A no soro de pacientes e
controles segundo grupo do sexo masculino
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Grafico 8 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células de
pacientes e controles com 48 horas sem estimulo por grupo do sexo masculino
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Grafico 9 Comparagdes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células de
pacientes e controles com 48 horas com estimulo segundo grupo do sexo masculino
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Tabela 7. Comparagoes dos niveis da interleucina 17A no soro e em cultura de
células de 48 horas com e sem estimulos em pacientes e controles do sexo

masculino

Homens
Variavel Avaliagao Paciente Controle Valor de p
Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max)
CIL1T A Soro 3,91 (3,91;,3,91) 3,91 (3,91;9,28) p™" = 0,31
Sem estimulo 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91; 3,91) p"=0,45
Com estimulo 451,67 (99,02;892,58) 135 (3,91; 285) pt = 0,04

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Mann-Whitney

Grafico 10 —- Comparagoes dos niveis de interleucina 17A no soro de pacientes e
controles segundo grupo do sexo feminino
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Grafico 11 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células de
pacientes e controles com 48 horas sem estimulo por grupo do sexo feminino
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Grafico 12 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células de
pacientes e controles com 48 horas com estimulo segundo grupo do sexo feminino
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Tabela 8 .Comparagoes dos niveis da interleucina 17A no soro e em cultura de
células de 48 horas com e sem estimulos em pacientes e controles do sexo

feminino

Mulheres
Variavel Avaliagao Paciente Controle Valor de p
Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max)
. IL17 Soro 3,91 (3,91;,3,91) 3,91 (3,91;6,25) p" =0,90
Sem estimulo 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91; 3,91) p™=0,20
Com estimulo 131,21 (3,91;231,97) 173,78 (3,91; 642) p=0,24

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Mann-Whitney.

Grafico 13 Comparagoes dos niveis de interleucina 17A no soro entre sexos do grupo
de pacientes do género masculino e feminino.
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Grafico 14 — Comparagoes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células com
48 horas sem estimulo entre pacientes do género masculino e feminino.
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Grafico 15 — Comparacgodes dos niveis de interleucina 17A em cultura de células com
48 horas sem estimulo entre pacientes do género masculino e feminino.
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Tabela 9. Comparagoes dos niveis da interleucina 17A no soro e em cultura de
células de 48 horas com e sem estimulos entre pacientes homens e mulheres

Pacientes
Variavel Avaliagao Homem Mulher Valor de p
Mediana (Min;Max) Mediana (Min;Max)
. IL17 Soro 3,91 (3,91;,3,91) 3,91 (3,91;3,91) p"=0,17
Sem estimulo 3,91 (3,91;3,91) 3,91 (3,91; 3,91) p™=0,47
Com estimulo 451,67 (99;82) 131,21 (3,91; 231,97) p"=0,02

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Mann-Whitney.
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7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nas avaliagbes dos niveis da IL-17 A (nos cenarios testados), quando as
comparagoes realizadas foram de acordo com a gravidade da estenose ou numero
de vasos acometidos ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativa

entre pacientes e controles.

Destaque-se que na literatura ndo existe disponibilizacdo de dados para
comparagao utilizando metodologia semelhante a desde estudo. Portanto este é o
primeiro trabalho com este tipo de avaliagdo na populagcdo com as caracteristicas
descritas na metodologia. O grupo de pesquisadores fara uma comunicagéo breve e

pretende desenvolver estudo para testar a hipétese gerada.

Quanto as comparagdes realizadas entre os géneros, observou-se que 0s
homens com DAC exibiram maiores concentragdes de IL 17 A quando comparados

a homens controles e mulheres pacientes.

Sabe-se que existem diferencas entre aspectos anatdbmicos e clinicos entre
homens e mulheres com DAC. Por exemplo, até a menopausa a incidéncia da
doenga € maior nos homens, porém prognostico é pior nas mulheres. Outra
diferenca € que os diametros das artérias coronarias sdo menores nas mulheres.
(Glenn et al.,2011; Christian et al.,2012).

Portanto existem varias diferencas entre homens e mulheres com DAC, e o
achado dos maiores niveis de IL 17A gerou a hipotese desta IL ser uma via que
pode contribuir para algumas destas diferengas. Estes achados desta subanalise
também serdo escritos na forma de comunicagao breve e esta hipbétese sera testada

em estudo especifico.
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8. CONCLUSOES

As concentracdes da IL 17A em pacientes com doenca arterial cronica nao
foram detectados ou apresentaram-se abaixo do limite de detecgdo no soro e apds
48 horas de cultura em células com e sem estimulo.

Nao houve diferengas nas concentracdes da IL 17A entre os pacientes e os
controles.

Pacientes do género masculino apresentaram maiores concentragdes de IL
17 A em cultura de células com estimulos quando comparados a controles do sexo
feminino e pacientes mulheres.

Nas avaliagdes dos niveis de IL 17A de acordo com a gravidade da estenose
ou numero de vasos acometidos nao foram observadas diferengas estatisticamente

significativas entre pacientes e controles.

9. PERSPECTIVAS

E possivel que a interleucina IL-17A represente biomarcador periférico de
estabilidade da doenga arterial coronariana, visto que alguns estudos da literatura e
0 nosso foram concordantes na informacao que em pacientes com DAC crénica, tal

interleucina nao esta aumentada quando comparada a de controles saudaveis.
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11.ANEXO(S)

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos Pacientes

O Senhor (a). Esta sendo convidado a participar do Protocolo de Pesquisa Intitulado:

“Citocinas Inflamatorias em Pacientes Brasileiros com Doenc¢a Arterial
Coronariana”

A inflamacgdo participa da origem e progressdo da doenga obstrutiva das artérias do
coracao. Informacdes de pesquisas recentes revelam que o melhor entendimento e reconhecimento
da inflamagdo do organismo podem ajudar no diagndstico de obstrucGes das artérias coronarias, e
contribuir para um melhor tratamento dos pacientes.

O objetivo de nosso trabalho é identificar alteracdes em substdncias que revelam
presencga de inflamacgao ativa.

O procedimento que serd realizado por recomendac¢do da pesquisa é apenas a coleta de
10 mililitros de sangue. Riscos relacionados a esse procedimento sdo baixissimos.

As informacbes obtidas serdo analisadas em conjunto com a de outros pacientes, e nao
serd divulgada a identificagdo de nenhum paciente. Os dados coletados serdo utilizados Unica e
exclusivamente para pesquisa.

A participagdo nesta pesquisa clinica é voluntaria, ndo remunerada, e o participante pode
desistir da participar em qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo no seu tratamento.

Qualquer duvida com relacdo a pesquisa poderd ser esclarecida pelo Dr (s). Dinaldo
Cavalcanti de Oliveira ou Maira Pitta, no setor de cardiologia, do Hospital das Clinicas, da
Universidade Federal de Pernambuco ou pelo telefone 32718000.

Se o Sr. (a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE — CEP/CCS/UFPE.
Localizado a Avenida da Engenharia, 12 Andar, Sala 4. Cidade Universitaria, Recife-PE. CEP:
50.740.600. Telefone: 81.2126-8588.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim e concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Testemunha 1 Testemunha 2

Pesquisador
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos Voluntarios

O Senhor(a). Esta sendo convidado a participar do Protocolo de Pesquisa Intitulado:

“Citocinas Inflamatorias em Pacientes Brasileiros com Doenca Arterial
Coronariana

A inflamacdo participa da origem e progressao da doenga obstrutiva das artérias do coragao.
Informagdes de pesquisas recentes revelam que o melhor entendimento e reconhecimento da
inflamagdo do organismo pode ajudar no diagndstico de obstru¢Ges das artérias corondrias, e
contribuir para um melhor tratamento dos pacientes.

O objetivo de nosso trabalho é identificar alteragdes em substdncias que revelam presenca
de inflamacao ativa.

O procedimento que sera realizado por recomendac¢do da pesquisa é apenas a coleta de 10
mililitros de sangue. Riscos relacionados a esse procedimento sdo baixissimos.

As informacGes obtidas serdo analisadas em conjunto com a de outros pacientes, e ndo sera
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. Os dados coletados serdo utilizados Unica e
exclusivamente para pesquisa.

A participagdo nesta pesquisa clinica é voluntdria, ndo remunerada, e o participante pode
desistir da participar em qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo.

Quando sdo avaliadas certas substancias relacionadas a inflamagcdo é preciso ter-se
informacdes dos valores dessas substdncias na populacdo saudavel. Por essa razdo, estamos
convidando vocé a participar da pesquisa, ou seja, para termos os valores considerados normais das
substancias inflamatérias.

Qualquer duvida com relagdo a pesquisa poderd ser esclarecida pelo Dr (s). Dinaldo
Cavalcanti de Oliveira ou Maira Pitta, no setor de cardiologia, do Hospital das Clinicas, da
Universidade Federal de Pernambuco ou pelo telefone 32718000.

Se o Sr. (a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Satude da UFPE — CEP/CCS/UFPE.
Localizado a Avenida da Engenharia, 12 Andar, Sala 4. Cidade Universitaria, Recife-PE. CEP:
50.740.600. Telefone: 81.2126-8588.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim e concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Testemunha 1 Testemunha 2

Pesquisador
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Anexo 3. Ficha Clinica do Estudo

Identificagao
IH: Nome: Idade
Sexo (M) (F) IMC

Antecedentes

"1THAS [ Arritmia [] Tabagismo [JAVC [IDLP [J IR (Cr>2) []Historia familiar
DAC

"1 Sorologia + (11 HIV, [1 Hepatite B ou [1 C) [1 Lesao de cardtida [1Hepatopatia [
DPOC [ Insuf Vasc Per [ Cirurgia prévia Qual (is) (7 1)

JIAM: [1<1més (112 Sem 122 Sem [13% Sem [142 Sem) ou [1>1més

Tipo do IAM: [1 Anterior [ Lateral [ Inferior [1 Outro

71 Antecedente infeccao 1 Cancer

1DM 1DAC 1 Disfungao VE (FE%)
o dieta o RM o Discreta (40 — 50)
o hipoglicemiante oral o ICP (ATC) o Moderada (30 — 40)
o insulina o Outra ( ) o Grave (< 30)

1 Outros:

Exames Complementares

indice tornozelo-braquial:
ECG: Ritmo: [1 Sinusal [1 Outros ( )

11 ST infra (regiao: ) [1 ST supra (regiao: ) [ T invertida (regiao: )
1 BRE [1 BRD 1 BDAE 1 BAVT [] outros:

Ecocardiograma: n° exame




Bioquimica e hemograma:

1 Potassio:_ [1Sddio: [ Uréia: ] Creatinina:
1 Glicemia: 1 Magnésio: 1 Troponina (pico):

"1 CKMB(pico): "I Hemoglobina: "I Hematocrito:
Leucécitos: (Desvio esquerda: [1sim [Indo) [ Plaquetas:

Cinecoronariografia: n°® exame

Angiografia coronaria quantitiva:

84

Variavel Vaso Vaso Vaso Vaso

Vaso

DR proximal

DR distal

DML

% estenose

Extensao(mm)

Segmento

DR: didmetro de referéncia, DLM: didmetro minimo da luz
Evolucao Hospitalar:

71 Alta: (data)
1 Obito: (data)

1 Complicagdes:
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Anexo 4 . Carta de Aprovacao do Comité de Etica

= 5 !
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Comité de Etica em Pesquisa
Av. da Engenharia, s/n — 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE,
Tel/fax: 81 2126 8588 - v uibe bricos; e-mail: cepccs@ufpe.br
Of. N°, 156/2012 - CEP/CCS Recife, 29 de fevereiro de 2012

Ao
Dr. Dinaldo Cavalcanti de Oliveira
Hospital das Clinicas- UFPE

Registro do SISNEP FR - 364651

CAAE - 0298.0.172.000-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 297/10

Titulo: Caracterizagéo de citocinas inflamatérias em pacientes brasileiros com doenca arterial coronariana.
Pesquisador Responsavel: Dinaldo Cavalcanti de Oliveira

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de acordo com a
Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo de pesquisa em epigrafe, liberando-o
para inicio da coleta de dados em 01 de fevereiro 2012.

Ressaltamos que a aprovacao definitiva do projeto sera dada apé6s a entrega do relatorio final, conforme
as seguintes orientagdes:
a) Projetos com, no maximo, 06 (seis) meses para concluséo: o pesquisador devera
enviar apenas um relatério final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: o pesquisador devera enviar

relatérios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagdo somente sera entregue apds a analise do relatério final.

Coordenador do CEP/ & S i UFPE
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Anexo 5. Normas Periddicas da Revista e Aceite (Experimental & Clinical

Cardiology Journal)

9pt)

Journal Title (Frutiger 12pt, left align)

Title of the Paper — do not exceed two
rows (Frutiger 27pt regular, left align)

i 10pt)
Article Type (Frutiger 12pt, left align)

fi(12pt)

fi(18pt)

Author Full Name"", First Co-Author Full Name? and
Second Co-Author Full Name® {Frutiger 12pt, left align)

2 pt)

1 Corespanding Author AMitation [Frutiger 3pt requiar, et algn)

2 First Co-Authar Affilation (i diferent from Author AfSllation) (Frutliger Bpt requiar, left align)
3 Second Co-Author AfMillation (if diferent from upper aMilations) (Frutiger Spt reguiar, left afign)

© 2013 e al; censee Cardislogy Academic Press. This ks an open access anids disinouted under the tems of e Craative
Commaons Aiinbugon License (hipicreativecommons.ongiicensestyi3.0), which pemits unresiricted use, dstributon, and
reproduction In any medium, provided the original work ks propedy cited.

1(15pt)
i 10pt)
Abstract The abshract should briefly inbroduce Ehe
manuscript, not exceeding 190 words. Mo atations should
be mchided n the abstract. (Falabino Linotype 9 pt
zegulas, justify)
qiept)
Eeywords A List of three to five key words that deardy
descobe the su'b]-ect mattes. Bud::.: fheact, j'l.lsl:i.f'_v. :mglc space
(FPalatine Linotype ? pt repular, justify)

(18pt)

1. Introduction (Falatino Linotype ¥ pt regular, left alipn)
T pt)

The introduchion sechom should provide a comtext for
your mm.wcnpt When P:!p:r'mg the introduchon,
please bear in mind that some readers will not be experts
in your field of research.

o pt)

2. Mam E'.e-a.ii:.g (Palabtno 'L::.:hl'_rp-e 9 ?!:l:eg;Lar 1=£t a_tgr
qipt)

2.1 Secondary Heading (Palating Lirotye: Spt iz, left siign)
qipt)

2.1.1 Teriiary Heading (Palatino Linciype Jpt regular, leit
algn)

qiept)

3 F:gu:l:es {Falabino T.u':rb'\e e ?fr\eg'.l.].;r_ i a].'igr.-
(Fpt)

Make zure you place figures in the mamiscript in the
exact posibon you want them to appear. If you are
:u]:!mi!ﬁng .E.gluz: as sepa.'::!\e flas, makes sume you
indicate the posiion of Sgures in the manuscript Fipures
must be in high resclubion, which is suitable for
reproduction and print. High resclution starts at 300 DFL
for JPEG and .TIFF formats. EPS, as well a= other wechor
:i.nu.g\c files, are also .i.v:ccPh'blc. Caolor ﬁgu:r\cz are
welcome. Flace fipures as close as possible to the frst
reference o them n Hhe mamscript. When referming o a
.E.gl.u:: :i.nﬂ'u.-'bnd}-' of the fext, the wrood ”Hgl.u:”:i:.-u:.ed.

Figure

L
Figure 1. Title of figure, jnstify (Palating Linotype § pt rcg;uL:.r:{

T%pt)
4 Tables (Falatino Linotype 9 pt regular, left align)




Topt)

Avpid su]:mi'l'l:i.r.g tables m im.:.g\e formats {e.g. ]Pe-g,. L)
If you are ﬂ:hn'l.i'l'l:i:.g tables as scP.ara!e flas, pnake sure
vou indicate the position of tables in the manusorpt Flace
tables a= dose as possible fo the first reference to them in
the maruscript. When referring to a fable in the
mmusn:n.pt, no abbreviabion is used, XA “Table™. Each
table should be given a number in Arabic numeralks. All
tables must be incorporated into the ftext im Forirait
ortentation

Tiept)

'lr.:bl.e 1. Title of table. justify (Falating Linotype & pt regular)
Tispt)

5. 'Eq_'_'a.*:iom (Palatimo T_‘E’:ﬂ."_?f ] pt r\eg‘.l.'l:.: L= a]:ig:.-
Tispt)

Avoid submitting equations in image formats (e.g. jpeg
HEf). Eq_l.L:thns are to be cenfersd and numbersd
m:.ecuﬁ.v\d}:_. with Arabic numerals, from 1 uP'wu\ds.
Enumeration of equafions i= in bracketz and right-
aligned. You are free fo use equabion-editor programs
zuch as “MathType™ and “Aurora”.

Tept)

6. Acknowledgments (Falatine Linctype 3 pt regular, l=ft
qipt)

You as the author are free to dedde whether to inchode
.:.dm.c‘w]:d.gma‘h or not. U:ua]l:t". the .:du\l:rwlcdgm.mt
sachion includes the names of people who in some way
contributed to the work. but do mot &t the criferia to be
listed as the authors. This seclion of your mamscript can
also include information about fundimg sources.

Tivpt)

7. References (Palatino '_i:.:vt:.'pe 2 ??'regu];\.r_ L1=£t al.igr.l
qiept)

Cardiclogy Academic Fress uses the numbered ctation
method for referemce formatting, with sequential
mumbering in the text, and respective ordering n a list at
the end of the paper.

Tispt)

The lList should confain af least fSve references and should
be arranged im fhe order of ciation im text. not im
alphabetical order. List only one reference per reference
b,

qiFpt)

In the text, sach reference number should be snclosed 'b‘:.:
square brackets. Citatioms of referemces may be given
=mply as “m [1] ...", or as “in reference [1] ..". Similarly,
it iz not necessary to mention the authors of a reference,
unless the menfion is relevant to the text. Fhrases such as
“For e:umple," shionald not introdoce references in he ot
but should mstead be g:'n-:r. m SquATE brackets in e text,

followed 'b'_|." the raference umber, 1e “For stamPlv:, saa
[51."

Tispt)

Multiple ctations within a single set of brackets should
be separated by comumas. Wheze there are three or moze
EET.I.EH.‘EA]. citabons, ﬂ'.:}: should be g.i.ven iz aranges [+
2.13).

o)

In order to Duake r\e.a.d.'i:ug and 5ea.td1.ing simP]::,
references will be linked electromically to the papers they
cite. Formatting the references properly is therefore
crucial
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Anexo 6. Aceite da Revista (Experimental & Clinical Cardiology Journal)

Dear Prof. Dinaldo Oliveira,

Congratulations!

We are pleased to inform you that your paper "Interleukin 17 A Expression in Chronic Coronary Artery Disease” was
accepted for publication in the Experimental & Clinical Cardiology journal.

Our 2 out of 3 independent reviewers have approved its content.

For any assistance you might need, we remain at your disposal.

Sincerely,

Mark Williams
Cardiology Academic Press

Eigerstrasse 2, 3007 Bern, Switzerland



