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A presença de células T ativadas em lesões ateroscleróticas confirma a sua 

participação na progressão da doença. Recentemente, um novo subtipo de 

linfócitos TCD4+ produtores de IL-17 (TH17) foi descrito e a sua associação a 

doenças de caráter inflamatório, bem como a sua capacidade de induzir a 

produção de mediadores frequentemente encontrados em lesões ateroscleróticas 

(IL-1 TNF-TGF-CCL2 e MMP) sugerem que possam ter uma participação 

na aterosclerose. O objetivo do presente estudo foi investigar componentes da 

resposta TH17 em lesões ateroscleróticas humanas e relacioná-los a outros 

integrantes da resposta imunológica. Como controle foram utilizados fragmentos 

da artéria aorta de 3 doadores de órgãos. Para tal, avaliamos fragmentos de 

placas ateroscleróticas obtidas de 41 pacientes com estenose crítica de carótida, 

submetidos à endarterectomia. A expressão gênica e protéica de diversos 

mediadores foi avaliada pelo método de RT-PCR em tempo real e 

imunoistoquímica, respectivamente. Em alguns experimentos fragmentos de placa 

aterosclerótica foram submetidos à estimulação in vitro com IL-23, IL-2, LPS, PHA 

ou CD3+CD28, para posterior análise da expressão gênica (RT-PCR) e 

protéica (ELISA e citometria de fluxo) de mediadores relacionados à resposta 

TH17. A detecção do RNAm de IL-17 se restringiu a um pequeno número de 

amostras e em baixa concentração, enquanto a marcação imunoistoquímica foi 

negativa em todas as placas analisadas. Entretanto, observamos maior expressão 

relativa do RNAm de mediadores relacionados à resposta TH17 (IL-23, RorC, 

CCR4, IL-1, TNF-, MMP-9), à resposta TH1 e TH2 (IFN- e GATA-3), à resposta 

anti-inflamatória (FoxP3, IL-10, EBI3 e IL-27R) e a mediadores com potencial 

citotóxico (granzima A, perforina e granulisina) em placas de pacientes do que em 

amostras controle. Células positivas para IL-23, IL-1, IL-18, ICAM-1, IL-10 e TGF-

 foram encontradas com maior frequência em placas classificadas como 

instáveis, ricas em macrófagos, células espumosas, cristais de colesterol e focos 

de necrose. Finalmente, a análise da suspensão celular obtida de fragmento de 

lesão revelou a presença de 1% de células IL-17+, enquanto a estimulação in vitro 

resultou em pequena produção de IL-17 apenas após estímulo com antiCD3+ 

anti-CD28. Em conjunto, os resultados mostraram a expressão de componentes 
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da resposta TH17, em associação com mediadores da resposta TH1, TH2 e Treg 

em lesões ateroscleróticas humanas.  
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The detection of activated T cells in human atherosclerotic plaques confirms their 

participation in the disease progression. In this scenario, IFN--producing T cells 

(TH1) are well recognized as having a pro-atherogenic role. Recently, a new 

subtype of IL-17-producing T helper (TH17) lineage of cells has been described 

and their association with inflammatory diseases, as well as their capacity to 

induce mediators frequently found in atherosclerotic lesions (IL-1 TNF-TGF-

CCL2 e MMP) suggest that they may have a role in atherosclerosis. The aim of 

this study was to investigate whether components of the immune response 

mediated by TH17 cells are present in human atherosclerotic lesions and their 

association with other immune mediators. For this purpose, 41 patients with critical 

stenosis of carotid submitted to endarterectomy were evaluated. Aortic fragments 

from organ donors were used as control. Carotid specimens were analyzed for 

mRNA and protein expression by real time RT-PCR and immunohistochemistry, 

respectively. In some experiments fragments of atherosclerotic plaques were 

incubated in vitro with IL-23, IL-2, LPS, PHA or CD3+CD28 to further evaluate 

mRNA and protein expression. A low number of samples showed a small 

expression of IL-17 mRNA, while no staining for IL-17 was detected in any of the 

analyzed plaques. Up-regulation of IL-17 related genes (IL-23, RorC, CCR4, IL-1, 

TNF-, MMP-9), as well as TH1 e TH2 (IFN- e GATA-3), anti-inflammatory 

mediators (FoxP3, IL-10, EBI1 e IL-27R) and cytotoxic molecules (granzyme A, 

perforin e granulysin) mRNA expression were detected in patients plaques 

compared to control arteries. In addition, unstable plaques showed a high number 

of IL-23, IL-1, IL-18, ICAM-1, IL-10 e TGF-granzyme B and perforin  positive 

cells.   Finally, the analysis of plaque derived cell suspensions revealed only 1% of 

IL-17+ cells, while in vitro stimulation resulted in IL-17 production only in the 

presence of anti-CD3+anti-CD28. Altogether our results showed components of 

TH17 response in association with mediators of TH1, TH2 and Treg response in 

human atherosclerotic lesions. Further studies are ongoing to elucidate the 

interaction, balance and collaborative potential among these effectors lineages in 

atherosclerosis control. 
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A aterosclerose é uma alteração da parede arterial que promove eventos 

vasculares adversos como doença arterial coronariana, acidente vascular cerebral, 

aneurisma de aorta abdominal e doença arterial periférica, responsáveis por altos 

índices de mortalidade e morbidade no mundo ocidental. Dados da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) de 2004 mostram que as doenças isquêmicas do 

coração e as doenças cerebrovasculares foram as principais causas de morte no 

mundo neste período, correspondendo a 12,2% e 9,7% das mortes, 

respectivamente. Projeções para 2030 indicam que as doenças cardiovasculares 

continuarão a liderar o ranking de mortalidade sendo que a diabetes mellitus, 

condição que constitui importante fator de risco para o desenvolvimento de 

aterosclerose, irá ocupar o sétimo lugar nas causas de morte com 3,3% (1). No 

Brasil as doenças cardiovasculares são responsáveis por 27% dos casos de 

óbitos (2) e seu tratamento implica em grande impacto econômico (3). 

A aterosclerose é uma doença progressiva caracterizada pelo acúmulo de 

lipídeos e células relacionadas à resposta imunológica na íntima das artérias (4). A 

lesão inicial, denominada estria gordurosa, é formada pelo acúmulo subendotelial 

de macrófagos ricos em lipídeos, sendo comum em recém-nascidos e crianças 

(5), atingindo a aorta na primeira década de vida e as artérias coronárias e 

cerebrais, após a segunda década de vida (6). A lesão inicial não ocasiona 

sintomas clínicos, mas pode evoluir com a presença de grande quantidade de 

lipídeos, necrose, infiltração de macrófagos, linfócitos e células musculares lisas 

causando, eventualmente, a oclusão de artérias com conseqüentes manifestações 

clínicas (7).  

Estudos clínicos e experimentais fundamentam a hipótese de que a 

inflamação tem um papel crucial no desenvolvimento e progressão da 

aterosclerose (8). O início do processo se dá pela ativação local do endotélio em 

artérias de médio e grande calibre, induzida por estimulação física ou bioquímica, 

incluindo hipertensão e hipercolesterolemia. Várias teorias foram propostas para 

explicar o início do processo inflamatório na aterosclerose, dentre elas a mais 

aceita é a hipótese de resposta à lesão (9) associada a processos oxidativos (10), 

na qual o endotélio lesado pelo acúmulo de lipoproteínas de baixa densidade 
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oxidada (LDLox) torna-se ativado, expressando moléculas de adesão e 

promovendo a liberação de mediadores da resposta imunológica (11).  

Além da oxidação da LDL, outras possíveis causas podem levar à disfunção 

do endotélio, incluindo radicais livres oriundos do tabaco, hipertensão, diabetes 

mellitus, alterações genéticas, infecções por microrganismos tais como 

herpesvírus e Chlamydia pneumoniae ou a combinação desses fatores (12).  

A atual compreensão dos processos imunológicos que ocorrem na 

aterosclerose foi possível após o desenvolvimento de trabalhos experimentais com 

camundongos deficientes em componentes que participam do metabolismo dos 

lipídeos, como a apolipoproteína E (ApoE-/-) e receptor para LDL (LDLr-/-), 

combinados ou não com a deficiência de mediadores da resposta imunológica 

(13). Mais recentemente, pesquisadores têm utilizado camundongos quiméricos, 

que consistem em animais com deficiência em ApoE ou LDLr, que recebem 

células knockout para determinado componente do sistema imunológico por  

transferência adotiva (14).  

Ao analisar as bases moleculares das doenças coronarianas, observa-se 

que determinados locais da vasculatura, tais como ramificações ou curvaturas, 

apresentam distúrbios no fluxo sanguíneo que promovem maior permeabilidade do 

endotélio para macromoléculas como a LDL, tornando-se locais preferenciais de 

formação das lesões (15). O excesso de LDL infiltra na íntima arterial em 

concentrações que excedem a capacidade de eliminação, levando a retenção (16) 

por proteoglicanos, que se associam com a porção apoB100 da molécula de LDL 

(17). A LDL nativa retida pode sofrer diferentes modificações como oxidação, 

lipólise, proteólise e agregação (6). A modificação da partícula de LDL, 

especialmente a oxidativa, promove a liberação de fosfolipídeos ativos, que leva a 

ativação das células endoteliais (18). Estas, por sua vez, podem reconhecer a LDL 

oxidada (LDLox) via o receptor lectina-like para a LDLox, o LOX-1 (19), 

promovendo a internalização da molécula. 

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

expressão de moléculas de adesão (20), que contribuem para o afluxo de células 
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para a lesão aterosclerótica (21). As moléculas de adesão induzidas podem ser 

incluídas em duas famílias principais, as selectinas e as integrinas. Estudos em 

camundongos propensos ao desenvolvimento de lesões ateroscleróticas (ApoE-/- 

ou LDLr-/-), nos quais os genes da selectina P, E e das integrinas ICAM-1 e VCAM-

1 foram inativados, mostraram diminuição no tamanho das lesões (22-24), 

comprovando a importância das moléculas de adesão no mecanismo de migração 

dos monócitos circulantes e, posteriormente de outras células para o sub-endotélio 

vascular. 

 O recrutamento de células da resposta imunológica é um processo 

fundamental para a aterogênese, governado pelas moléculas de adesão e pela 

liberação local de quimiocinas. Dentre elas, a proteína-1 quimiotática de monócitos 

(MCP1/CCL2), o ligante-1 da quimiocina transmembrana CX3C (CX3CL1 ou 

fractalquina) e o RANTES (CCL5) são importantes para a quimiotaxia de 

monócitos para as lesões (25-27), enquanto que a migração de linfócitos TCD4+ é 

regulada pela proteína-10 induzida pelo interferon (IP10/CCL10), monocina 

induzida pelo interferon- (Mig/CCL9) e do quimioatraente- induzido pelo IFN- 

(ITAC/CCL11) (28). 

Após a migração para áreas suscetíveis dos vasos, os monócitos entram 

em contato com o fator de crescimento de colônia de macrófagos (M-CSF), 

diferenciando-se em macrófagos (29), nos quais ocorre um aumento da expressão 

de receptores da imunidade inata responsáveis pela fagocitose, como os 

receptores scavenger (SR – SRA, SRB ou CD36) e de receptores envolvidos com 

a ativação de macrófagos e a resposta inflamatória, como os TLRs (Toll-like 

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

Os receptores scavengers como o CD36 (31) atuam na eliminação de 

lipoproteínas, fragmentos apoptóticos e patógenos, além de auxiliarem no 

processo de apresentação de antígenos (32) e na formação da célula 

característica do ateroma, a célula espumosa.    

Os TLRs e os NLRs induzem a ativação de importantes vias pró-

inflamatórias, responsáveis pelo desenvolvimento e manutenção do processo 
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inflamatório presente na lesão aterosclerótica. Trabalhos recentes mostraram 

elevada expressão de TLR2 e TLR4 em macrófagos, células endoteliais e células 

musculares lisas presentes na lesão  (33,34). Por outro lado, estudos 

experimentais com camundongos ApoE-/- também evidenciaram alta expressão de 

TLR4 na lesões e de TLR2 em locais de stress hemodinâmico (35,36). Diversos 

ligantes endógenos podem promover a ativação dos TLRs, como a proteína de 

choque térmico 60 (HSP60), liberada por células necróticas e que promovem 

ativação de TLR2 e TLR4 (37). Entretanto, no contexto da aterogênese, o ligante 

endógeno mais importante é, provavelmente, a LDL modificada (10). Em trabalho 

recente de nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a LDLox promove 

ativação de células mononucleares do sangue periférico (CMSP), causando a 

liberação de mediadores inflamatórios como IFN-, CCL2 e CXCL8 (38).  

Os NLRs foram recentemente descritos como capazes de reconhecer 

cristais de colesterol e partículas de LDLox e induzir a produção de IL-1 e IL-18, 

citocinas pró-inflamatórias que promovem ativação endotelial e regulam a ativação 

de linfócitos TCD4+, respectivamente (39). Após a internalização da LDLox, as 

células espumosas passam a liberar uma grande quantidade de mediadores como 

a IL-1, IL-6 e TNF-, que aumentam a atividade inflamatória atraindo mais 

monócitos para a lesão e perpetuando a resposta (40). Além disso, macrófagos da 

placa passam a exercer duas funções essenciais para o desenvolvimento e 

rompimento da placa: a apresentação de antígenos para linfócitos T e a liberação 

de enzimas que destroem a capa fibrosa, como a metaloproteinase 9 (MMP9) 

(41). 

Outro grupo celular muito importante para o desenvolvimento e 

agravamento das lesões ateroscleróticas são os linfócitos (7), presentes em todos 

os estágios de desenvolvimento do ateroma. Trabalhos experimentais com 

camundongos ApoE-/- deficientes em linfócitos (SCID, severe combined 

immunodeficiency) mostraram que esses animais apresentam uma regressão 

significativa no crescimento da lesão aterosclerótica, quando comparados a 

controles imunocompetentes (42,43). Adicionalmente, demonstrou-se que a 
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transferência adotiva de linfócitos TCD4+ para animais ApoE-/- SCID resulta no 

aumento das lesões ateroscleróticas (44). 

A ativação dos linfócitos T, em especial dos linfócitos TCD4+, envolve o 

processamento do antígeno por vias endossomais, a apresentação via moléculas 

de MHC de classe II e a ligação simultânea a moléculas coestimulatórias (45).  

A especificidade dos peptídeos reconhecidos pelos linfócitos TCD4+ na 

aterosclerose ainda não está bem definida, entretanto, evidências mostram que os 

linfócitos humanos e de camundongos reconhecem antígenos provenientes da 

LDLox (46-48). Zhou et al (49) verificaram que a transferência adotiva de células 

TCD4+ específicas para a LDLox para camundongos ApoE-/- SCID promove 

aumento do desenvolvimento das lesões. Outro antígeno detectado em lesões é a 

proteína de choque térmico 60/65 (HSH60/65) (50). As HSP podem ser geradas 

de maneira endógena, funcionando como auto-antígenos, ou serem produzidas 

por patógenos como a Chlamydia pneumoniae (51). Linfócitos T específicos para 

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

Para que os linfócitos T naive possam ser ativados são necessários dois 

sinais: o primeiro fornecido pelo reconhecimento do antígeno no contexto da 

molécula de MHC de classe II, e o segundo mediado pelas moléculas 

coestimulatórias (45). Na aterosclerose foram bem estudadas as moléculas da 

família B7, que se ligam ao CD28 e as proteínas da família do TNF (CD40L e 

OX40), cujo bloqueio, neutralização ou deleção genética resulta em importante 

regressão das lesões (53-57).  

Outro fator importante na ativação dos linfócitos é o tipo de citocina 

presente no microambiente onde as células são ativadas, que pode promover a 

diferenciação dos linfócitos TCD4+ com diferentes funções efetoras. Inicialmente, 

foram identificados dois subtipos de linfócitos T CD4+ com funções efetoras 

distintas denominados TH1 e TH2 (58).  As células TH1 produzem 

preferencialmente as citocinas IFN-IL-2 e TNF- e apresentam como principal 

fator de transcrição o T-bet (59). A polarização para o subtipo TH1 é dependente 

de IL-12 (60). Em adição, a presença de IL-18 no momento da ativação tem ação 
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sinérgica resultando em maior produção de IFN- (61). Por sua vez as células TH2 

produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; possuem como fator principal de transcrição o 

GATA-3 (62,63) e sua diferenciação requer a presença de IL-4 (64).  

Foi demonstrado que na aterosclerose a presença de IL-12 (65) e IL-18 (66) 

promove a polarização das células TCD4+ para o fenótipo TH1 produtor de IFN- 

citocina com papel central tanto no desenvolvimento como na estabilidade da 

placa. O papel preponderante do IFN- na promoção da aterogênese foi 

comprovado em trabalhos experimentais, visto que camundongos ApoE-/- ou LDLr-

/- deficientes em IFN- ou no receptor para IFN- apresentam redução no tamanho 

das lesões (67,68),  com o inverso ocorrendo com a administração intraperitoneal 

de IFN- (69). Além disso, camundongos LDLr-/- T-bet-/- também apresentam 

lesões menores (70).  

O IFN- é produzido por linfócitos TH1 (71), TCD8+ ativados (72), 

macrófagos ativados (73), células NK (74) e células musculares lisas (CML) (66). 

Um grande número de evidências mostra seu potencial pró-aterogênico, uma vez 

que promove o recrutamento de células T e macrófagos indiretamente para as 

lesões; o aumento da expressão de moléculas de MHC classe II e a fagocitose de 

lipídeos por macrófagos; a ativação das células apresentadoras de antígenos 

(CAA) e a liberação de citocinas por células TH1 (75,76). Além disso, o IFN- pode 

induzir a desestabilização das lesões, por meio da inibição da infiltração e da 

proliferação de CML, da redução da síntese de colágeno e da indução da síntese 

de proteínas que degradam matriz extracelular, como as metaloproteinases (77-

79). Em trabalho anterior, verificamos elevada expressão de IFN- e IL-12 em 

células mononucleares do sangue periférico de pacientes com angina instável, 

corroborando a participação da resposta TH1 na patogênese da aterosclerose (80). 

Os linfócitos TH2 também estão presentes em lesões ateroscleróticas 

humanas e de camundongos, mas seu papel ainda não está bem esclarecido. Por 

sua capacidade de inibir a resposta TH1, inicialmente pensou-se que as células 

TH2 pudessem promover a estabilidade das lesões. Entretanto, estudos que 

utilizaram camundongos ApoE-/-IL-4-/-  ou LDLr-/- que receberam células de medula 
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óssea IL-4-/- mostraram menor desenvolvimento de lesões (81,82). O provável 

papel pró-aterogênico da IL-4 está relacionado à ativação de mastócitos, que 

resulta na apoptose de CML e na diminuição da produção de colágeno com 

aumento da síntese de proteases, condições que podem levar a desestabilização 

das lesões (83). Além disso, estudos in vitro mostraram que a IL-4 induz a 

produção de CCL2 por células epiteliais e aumento da expressão de VCAM-1 em 

células endotelias (84) e CML (85), favorecendo o influxo de células inflamatórias 

para o local da lesão. 

Além da via inflamatória mediada por células TH1 e pelo eixo IL-12/IFN-, 

células T naive (CD4+CD45RA+) podem se diferenciar em uma população capaz 

de secretar IL-17, denominada TH17 (86,87). A diferenciação para este subtipo 

celular é dependente de TGF- e IL-6 (88-90) e do fator de transcrição RORt 

(91)A manutenção das células TH17 é regulada pela IL-23 (92), citocina da 

família da IL-12, com a qual compartilha a subunidade do receptor (IL-12R1) e a 

proteína ligante (p40), embora cada uma possua uma subunidade específica do 

receptor/ligante para promover suas atividades in vivo (93). Além de IL-17, estas 

células produzem IL-21, citocina da família da IL-2, que exerce a função de 

amplificar a resposta TH17 (94-96). Recentemente, demonstrou-se que a 

polarização para TH17 pode ser inibida pela IL-27 (97,98), citocina da família da IL-

12, que apresenta duas subunidades a EBI3 e a p28 e que se liga a um receptor 

específico, o IL-27R (93). As células TH17 ainda podem ser caracterizadas quanto 

à expressão de receptores de quimiocinas como CCR4 e CCR6 (99) ou CCR2 na 

ausência de CCR5 (100).  

A IL-17 pertence a uma família de citocinas relacionadas composta de 6 

membros (IL-17A-F) e é produzida não apenas por células TH17, mas também por 

células T CD8+ ativadas, células T TCR+ e neutrófilos (101). Sua intensa 

atividade pró-inflamatória baseia-se na capacidade de induzir a produção de 

mediadores como IL-1, IL-6, TNF-, CCL2, CCL7, CCL20, CXCL1, CXCL8, e 

metaloproteinases (MMP) por células endoteliais e macrófagos (87,102). Estudos 

recentes demonstraram o importante papel das células TH17 em modelos 
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experimentais de Doença Inflamatória Intestinal (103), Encefalomielite Autoimune 

(104) e Artrite Induzida por Colágeno (105).  

A participação das células TH17 na aterosclerose começou a ser 

investigada recentemente por pesquisadores que utilizaram camundongos LDLr-/-

IL-17r-/- ou  ApoE-/- com bloqueio da IL-17 via transfecção do IL-17RA e verificaram 

regressão das lesões com diminuição da migração de mastócitos e neutrófilos 

(106,107). Além disso, tanto a citocina IL-17 (108) como linfócitos TH17 (109) 

foram detectados em lesões ateroscleróticas humanas.  

Em contrapartida às células TH1 e TH17 com potente ação pró-inflamatória, 

células TCD4+ com atividade regulatória (Treg) também foram descritas na 

aterosclerose.  Células Treg naturais são caracterizadas pela expressão de CD4, 

CD25, e pela presença do fator de transcrição FOXP3, desenvolvem-se no timo e 

são capazes de reconhecer antígenos próprios (110). Subgrupos de linfócitos Treg 

também podem ser gerados durante a ativação da resposta imunológica sendo 

denominados de células regulatórias induzidas (iTreg). Células T naive 

(CD4+CD25+) da periferia podem ser diferenciadas em células 

CD4+CD25+FOXP3+ na presença de TGF-, IL-10 ou de baixas doses de 

peptídeos antigênicos (111). As iTreg podem ser induzidas pela IL-10 ou IL-27 

(células Tr1) ou pelo TGF- (células TH3). Essas células exercem sua ação 

supressora por meio da produção das citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e o 

TGF- (111). Foi observado que lesões ateroscleróticas humanas expressam o 

fator de transcrição FOXP3 (112) e apresentam pequena quantidade de linfócitos 

TCD4+FOXP3+ em todos os estágios de seu desenvolvimento (113). 

Adicionalmente, em modelos experimentais a deficiência de células Treg foi 

associada ao aumento da aterogênese e da inflamação nas lesões (114,115).  

As citocinas anti-inflamatórias produzidas pelas células regulatórias foram 

extensivamente estudadas na aterosclerose. Estudos prévios usando anticorpos 

neutralizantes para TGF-(116) ou receptores solúveis (117), ou a deficiência 

genética (118) mostraram o papel anti-aterogênico desta citocina, capaz de induzir 

a diminuição do tamanho das lesões e de promover a estabilidade do ateroma em 
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camundongos ApoE-/-. Em pacientes com doenças cardiovasculares a baixa 

concentração sérica de TGF- foi associada a um pior prognóstico (119,120).  

Experimentos utilizando camundongos C57BL/6 IL-10-/- submetidos à dieta 

rica em gordura mostraram o envolvimento da IL-10 no controle da reação 

inflamatória local. Esses animais apresentaram maior desenvolvimento das 

lesões, com aumento de células T ativadas e da produção de citocinas 

inflamatórias (121). Resultados similares foram obtidos em animais ApoE-/-IL-10-/- 

(122). Em adição, trabalho recente mostrou que camundongos quiméricos LDLr-/- 

que receberam células IL-10-/- apresentam aumento de lesões com grande 

acúmulo de macrófagos e células TH1 (123). Em humanos, concentrações séricas 

menores de IL-10 foram detectadas em pacientes com angina instável, em relação 

a pacientes com angina estável (124). Além disso, foi observado que após evento 

isquêmico, pacientes com maiores concentrações de IL-10 sérica apresentaram 

melhor prognóstico (125).  

Pelo acima exposto, pode-se concluir que na aterosclerose ocorre um 

balanço entre a resposta inflamatória e anti-inflamatória. A perda desse equilíbrio 

promove o aparecimento das lesões e suas complicações. Até o momento as 

principais evidências apontam para o relevante papel da resposta TH1 do lado pró-

inflamatório. Células Treg e seus produtos (IL-10, TGF-), assim como inibidores 

de metaloproteinases atuam do lado oposto, na contenção do processo. Neste 

sistema, o impacto da resposta TH17 ainda não está bem definido. Entretanto, 

tendo em vista a comprovada participação da IL-17 nas doenças inflamatórias 

crônicas e o seu papel na indução dos mediadores freqüentemente detectados na 

placa aterosclerótica, foi nosso objetivo investigar se os principais componentes 

da resposta TH17 estão presentes ou podem ser induzidos na lesão 

aterosclerótica.  
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OBJETIVO GERAL 
 O objetivo do presente trabalho foi detectar componentes da resposta TH17 

em lesões ateroscleróticas humanas obtidas de pacientes submetidos à 

endarterectomia carotídea e relacioná-los a outros componentes da resposta 

imunológica.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 - Avaliar a expressão de genes relacionados: à resposta TH17 (IL-17, IL17R, 

RorC, IL-23p19, IL-22, CCL20, CCR4 e CCR6); às respostas TH1 e TH2 (IFN-, IL-

2, T-bet, IL-12p35, GATA-3); à citocinas pró-inflamatórias clássicas (IL-1, IL-6, 

TNF-); ao controle da resposta inflamatória (IL-10, TGF-, IL-27R, IBI3, FoxP3); à 

degradação da matriz extracelular (MMP9 e TIMP-1) e à resposta citotóxica 

(granzima A, granzima B, perforina e granulisina) em lesões de ateroma humano, 

pela técnica de RT-PCR em tempo real 

 

  - Detectar a presença de CD3, CD8, CD68, ICAM-1, IL-17, IL-23, IL-1, IL-

18, ICAM-1, TGF- IL-10, granzima A, granzima B, perforina e granulisina em 

lesões ateroscleróticas humanas pela técnica de imunoistoquímica 

 

 - Verificar a composição celular de fragmentos de placa aterosclerótica pela 

técnica de citometria de fluxo 

 

- Verificar a expressão gênica e produção de IL-17 e outras citocinas (IL-1, 

IL-23p19, CCL20, IL-10, MMP9) em lesões de ateroma humano submetidas à 

estimulação in vitro 

  

 - Determinar a concentração plasmática de IL-17 e IL-23 em amostras de 

sangue de pacientes submetidos à endarterectomia 
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1. CASUÍSTICA 

No período de novembro/2006 a junho/2010, quarenta e um pacientes com 

diagnóstico de estenose crítica de carótida (> 70% de estenose) atendidos no 

ambulatório de Cirurgia Vascular do HC UNICAMP, e com indicação de 

endarterectomia, foram selecionados para participar deste estudo. Os pacientes 

apresentaram idade média de 66,9 anos (49 – 89 anos), sendo trinta e três (80%) 

do sexo masculino e oito (20%) do sexo feminino.  

 Os pacientes foram classificados como sintomáticos e assintomáticos, de 

acordo com a presença ou não de sintomas cerebrovasculares como: ocorrência 

de AVC, episódio isquêmico transitório ou amaurose fugaz ipsilateral, dentro do 

período de 6 meses antes da cirurgia. 

Entre as amostras de lesão aterosclerótica coletadas, dezoito foram 

utilizadas para a avaliação da expressão de genes relacionados à resposta 

inflamatória/imunológica (RT-PCR em tempo real), quatorze foram incluídas em 

parafina para pesquisa de proteínas pelo método de imunoistoquímica, três foram 

submetidas à digestão enzimática para obtenção de suspensão celulares e análise 

por citometria de fluxo e seis foram utilizadas para experimentos de estimulação in 

vitro. Como controle foram analisados fragmentos da artéria carótida proveniente 

de 3 doadores de órgãos.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Médicas da UNICAMP (nº 262/2006, anexo) e todos os pacientes 

incluídos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 Os pacientes incluídos nesse estudo foram submetidos à avaliação pré-

operatória das placas com ultrassom duplex e coleta de sangue periférico. No 

Centro Cirúrgico, foram submetidos à anestesia e cirurgia conforme técnica 

padronizada e descrita (126-128) que envolve os seguintes procedimentos: 

cervicotomia longitudinal, dissecção e reparo das artérias, heparinização 

sistêmica, descolamento da placa aterosclerótica (endarterectomia carotídea), 

rafia da artéria e síntese dos planos cirúrgicos.  
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 As amostras de plasma coletadas dos pacientes submetidos à 

endarterectomia foram submetidas a determinação das concentrações de IL-17 e 

IL-23. 

As placas ateroscleróticas tiveram sua morfologia macroscópica descrita no 

ato cirúrgico, sendo imediatamente processadas para o isolamento e identificação 

do RNAm de marcadores relacionados: à resposta TH17 (IL-17, IL-17r, RorC, IL-

23p19, CCR4, CCR6, IL-22 e CCL20); à resposta TH1 e TH2 (IFN-, IL-2, T-bet, IL-

12p35 e GATA-3); a presença de citocinas pró-inflamatórias clássicas (IL-1, IL-6, 

TNF-); ao controle da resposta inflamatória (IL-10, TGF-, IL-27r, EBI3, FOXP3); 

a degradação da matriz extracelular (MMP9 e TIMP-1); e marcadores relacionados 

à resposta citotóxica (granulisina, granzima A, granzima B e perforina), pela 

metodologia de RT-PCR em tempo real. Posteriormente, as lesões foram 

analisadas quanto a composição celular e expressão de mediadores 

inflamatórios/imunológicos pelos métodos de imunoistoquímica (IHQ) e citometria 

de fluxo.  

 Também foi avaliada a produção de citocinas (IFN-, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-

17) e MMP9 in vitro pela análise do sobrenadante de culturas de fragmentos de 

lesão aterosclerótica estimulados com IL-2, IL-23, PHA, LPS ou anti-CD3+anti-

CD28.  

 

3. OBTENÇÃO, SEPARAÇÃO E CULTURA DE CÉLULAS MONONUCLEARES 

DO SANGUE PERIFÉRICO (CMSP) 

Para utilização como controle positivo na detecção do RNAm das placas 

ateroscleróticas e também em experimentos para detecção de citocinas, amostras 

de sangue periférico de indivíduos saudáveis foram coletadas (30 mL) em tubos 

contendo heparina sódica. As amostras foram transferidas para tubos cônicos de 

15 mL contendo 4 mL de Ficoll-Hypaque e centrifugadas (2300 rpm, 30 minutos, 

temperatura ambiente). O anel de células mononucleares foi coletado, transferido 

para outro tubo e lavado duas vezes com meio RPMI (Invitrogen, NY, EUA) gelado 

estéril (1250 r.p.m., 10 minutos, 4º C). As células foram ressuspendidas em meio 

RPMI suplementado (soro AB 10% + L-glutamina [2mM] + gentamicina [5g/mL]) e 
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2 x 106 cél/mL foram colocadas em placas de culturas de 24 poços. As CMSP 

foram estimuladas com 10 g/mL de LPS (Escherichia coli/0127:B8 - Sigma, St 

Louis, EUA), 10 g/mL de fitohemaglutinina (PHA - Sigma, St Louis, EUA) ou 20 

g/mL de LDLox (gentilmente cedido pelo Dr. Magnus Gidlund, ICB-USP) por 24 

horas a 37°C em estufa de CO2 (5%). Após o tempo de incubação as células e o 

sobrenadante das culturas foram coletados e armazenados a -80°C. 

 
4. RT-PCR EM TEMPO REAL  

 

4.1 Extração de RNA  

Processamento e obtenção do RNA da placa de ateroma e de CMSP 

 Após a cirurgia, as amostras de lesão aterosclerótica foram acondicionadas 

em tubo FALCON de 50 mL e transportadas no gelo até o laboratório.  

 Para a obtenção do RNAm da placa aterosclerótica, 1mL de Trizol® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi adicionado a 50-100 mg de tecido em 

homogeneizador (Power Gen 125 equipment  - Fisher Scientific, Suwanee, GA, 

EUA), enquanto que para as CMSPs 0,5mL de Trizol® foi adicionado a 2x106 

células até a completa dissolução. Em seguida foi adicionado 3,0 L de glicogênio 

[60 g] e 200 L de clorofórmio seguido de agitação em vórtex por 20 segundos e 

incubação por 10 minutos no gelo. Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas (12.000 g, 15 minutos, 4°C) e a parte aquosa transferida para outro 

tubo, no qual foi adicionado igual volume de álcool isopropílico gelado, seguido de 

incubação a -20°C por 50 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas, o 

sobrenadante removido e o pellet contendo o RNA lavado com 1 mL de etanol 

75%, seguido de centrifugação (12.000 g, 15 minutos, temperatura ambiente). 

Terminada a centrifugação, o sobrenadante foi removido e o RNA ressuspendido 

em água tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC). A concentração do RNA das 

amostras foi determinada em espectrofotômetro Nanodrop (TermoScientific, 

Suwanee, GA, EUA) com leituras das absorbâncias a 260 nm e 280 nm. Para 

determinar a pureza das amostras, foi utilizada a razão das absorbâncias 

(A260/A280) que deve estar próxima de 2,0 e a análise da presença das duas 
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frações do RNA em gel de agarose. Após a extração, as amostras foram 

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

 

4.2. Síntese de cDNA 

O RNA extraído anteriormente foi ressuspendido, em água DEPC, na 

concentração de 1 g de RNA total por tubo (volume final de 31 L). Para excluir a 

possibilidade de amplificação de DNA genômico durante a reação de PCR em 

tempo real, as amostras de RNA foram tratadas com 1 unidade de DNAse 

(Ambion - Applied Byosystems, Foster City, CA), conforme instruções do 

fabricante. Em seguida, foi adicionado 2,0 L do oligonucleotídeo iniciador 

contendo oligo dT12-18 [0,75 g] + 3g/L de hexâmeros randômicos (Applied 

Scientific), e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 70°C e transferidas 

rapidamente para um banho de  gelo. Em cada tubo foi adicionado 18 L de uma 

solução com os seguintes reagentes: 10 L do tampão de síntese 5x concentrado, 

2,5 L de dNTP (10mM), 5 L de DTT 0,1M (ditioteitrol) e 0,5L de Superscript 

R/T II (200 U/L) (Invitrogen). As amostras foram incubadas por 10 minutos à 

temperatura ambiente, sendo então transferidas para 40°C por 50 minutos com 

posterior incubação a 90°C por 5 minutos. Após o término, as amostras foram 

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

 

4.3. Protocolo de RT-PCR em tempo real 

A reação de RT-PCR em tempo real foi realizada em placa de 48 poços 

(Applied Biosystems). Em cada poço da placa foi adicionado 3 L do cDNA, 1 L 

do primer sense e 1L do primer antisense diluídos na concentração de uso (80 

pM/reação) e 5 L de SYBR® Green master mix (Applied Biosystems). Nas tabelas 

I, II e III estão descritas as seqüências dos primers utilizados.  Para os marcadores 

que não encontramos seqüências disponíveis na literatura, utilizamos o número de 

acesso do RNAm obtido no PUBMED e procedemos ao desenho do primer com o 

programa Primer Express (Applied Biosystems). Para cada experimento correu-se 

um controle negativo substituindo a amostra de cDNA por água DEPC e um 
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controle positivo no qual utilizamos amostras de cDNA de CMSP estimuladas com 

PMA ou LPS. A reação foi realizada em equipamento de PCR em tempo real 

(StepOne - Applied Biosystems) e submetidas a 40 ciclos de amplificação 

(programação padrão do equipamento). Os experimentos de cálculo da eficiência 

da reação foram realizados em triplicata, enquanto que a amplificação de RNAm 

das amostras foi realizadas em duplicata. A especificidade dos produtos obtidos 

foi confirmada pela análise da curva de melting. Os resultados obtidos foram 

normalizados utilizando-se pelo menos 2 dos seguintes genes de referência: 

GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), UBC (ubiquitina) e YWHAZ 

(proteína de ativação tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5-monooxigenase, 

polipeptídeo zeta).   
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Tabela I – Seqüência dos primers utilizados para amplificação do RNAm de genes 

de expressão constitutiva e citocinas relacionadas à resposta TH17 

Primer Sequência 

GAPDH 
sense – 5’  CCACATCGCTCAGACACC AT  – 3’ 

antisense – 5’GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT  – 3’ 

UBC 
sense – 5’ ATTTGGGTCGCGGTTCTTG – 3’ 

antisense – 5’ TGCCTTGACATTCTCGATGGT – 3’ 

YWHAZ 
sense – 5’ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA - 3’ 

antisense – 5’ CCGCCAGGACAAACCAGTAT – 3’ 

RorC 
sense – 5’ AGAGGGACTCCTTGCCTCTC – 3’ 

antisense – 5’ CAGCATCTGCTCACTTCCAA – 3’ 

IL-17 
sense – 5’AATCTCCACCGCAATGAGGA – 3’ 

antisense – 5’ACGTTCCCATCAGCGTTGA – 3’ 

IL-17r 
sense – 5’ CTACTATGTGGCGGGCATTT – 3’ 

antisense – 5’ TCGGCACTAGCGGTTAAGTT – 3’ 

IL-23p19 
sense – 5’ CTCAGTGCCAGCAGCTTTCAC – 3’ 

antisense – 5’ TCTCTTAGATCCATGTGTCCCACTAG -3’ 

CCR4 
sense – 5’ CCATCTCGGATCTGCTCTTT – 3’ 

antisense – 5’ AGCCCACCAAGTACATCCAG – 3’ 

CCR6 
sense – 5’ TGGTGAGCTGGAGTCATCAG -3 

antisense – 5’ CACTCCCTTCAGCCTCACTC – 3’ 

CCL20 
sense – 5’ CTGGCTGCTTTGATGTCAGT – 3’ 

antisense – 5’ CGTGTGAAGCCCACAATAAA – 3’ 

IL-22 
sense – 5’ GCAGGCTTGACAAGTCCAACT – 3’ 

antisense – 5’ GCCTCCTTAGCCAGCATGAA -3’ 
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Tabela II – Seqüência dos primers utilizados para amplificação do RNAm de 

genes relacionados a resposta TH1 e TH2 e de genes de citocinas pró-inflamatórias 

clássicas 

 
 

 

  

Primer Sequência 

IFN- 
sense – 5’ CTAATTATTCGGTAACTGACTTGA – 3’ 

antisense – 5’ ACAGTTCAGCCATCACTTGGA – 3’ 

T-bet 
sense – 5’ GCGCCAGGAAGTTTCATTT – 3’ 

antisense – 5’ CATTCTGGTAGGCAGTCACG – 3’ 

GATA-3 
sense – 5’ AAGACATCCAGACCAGAAAC – 3’ 

antisense – 5’ GTTAAACGAGCTGTTCTTGGG – 3’ 

IL-2 
sense – 5’ AGTCCCTGGGTCTTAAGTGAA AG – 3’ 

antisense – 5’ CAAGAAGGCCACAGAACTGAA – 3’ 

IL-12p35 
sense – 5’  CCTGGACCACCTCAGTTTGG – 3’ 

antisense – 5’  TGAAGGCATGGGAACATTCC – 3’ 

IL-1 
sense – 5’ CACGATGCACCTGTACGATCA – 3’ 

antisense – 5’ AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT – 3’ 

IL-6 
sense – 5’ GGTACATCCTCGACGGCATCT – 3’ 

antisense – 5’ GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC – 3’ 

TNF- 
sense – 5’ TGGCCCAGGCAGTCAGA – 3’ 

antisense – 5’ GGTTTGCTACAACATGGGCTACA – 3’ 
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Tabela III – Seqüência dos primers utilizados para amplificação do RNAm de 

genes relacionados ao controle da resposta inflamatória,  genes relacionados à 

degradação da matriz extracelular, e genes relacionados à resposta citotóxica 

 

 

 

 

 

Primer Sequência 

Granulisina 
sense – 5’ CTGAGCCCTCTCACCTTGTC – 3’ 

antisense – 5’ GGAGAGTGGATTCTGGATCG – 3’ 

Granzima A 
sense – 5’ AAGAGTTTCCCTATCCATGCTATGA – 3’ 

antisense – 5’ TTTGCTTTTTCCGTCAGCTGTA – 3’ 

Granzima B 
sense – 5’ TGCAACCAATCCTGCTTCTG – 3’ 

antisense – 5’ CGATGATCTCCCCTGCATCT – 3’ 

Perforina 
sense – 5’ AAGCCCTCCGCCATTCTC – 3’ 

antisense – 5’ AACAGCCTCTTGGCCTTCTG – 3’ 

MMP9 
sense - 5´-ACGCACGACGTCTTCCAGTAC– 3´ 

antisense - 5´-TCCGGGAACTCACGCG– 3´ 

TIMP-1 
sense - 5´-GGCTTCACCAAGACCTACA– 3´ 

antisense - 5´-TTGCAGGGGATGGATAAA– 3´ 

FOXP3 
sense – 5’ GAAACAGCAGATTCCCAGAGTTC – 3’ 

antisense – 5’ ATGGCCCAGCGGATGAG – 3’ 

IL-10 
sense – 5’ GGCCAGGGCACCCAGTCT -3’ 

antisense – 5’ TCGAAGCATGTTAGGCAGGTT – 3’ 

TGF 
sense – 5’ TGAGGGCTTTCGCCTTAG C – 3’ 

antisense – 5’ CGGTAGTGAACCCGTTGATGT – 3’ 

IL-27r 
sense – 5’ AAGTTCTGATCTGCCAGTTCCACTA 3’ 

antisense – 5’ GCTCCAAATCTTGGATCTCAACA – 3’ 

EBI3 
sense – 5’ CCGTGTCCTTCATTGCCACGTACAG – 3’ 

antisense – GGTGACATTGAGCACGTAGGGAGCCAT – 3’ 
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4.4. Avaliação da integridade do RNA total obtido após extração 

 O RNA total foi extraído de lesão aterosclerótica ou células mononucleares 

do sangue periférico, conforme descrito acima e quantificado no espectrofotômetro 

NanoDrop. Algumas amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel de 

agarose a 1% e coradas com brometo de etídio para a avaliação das bandas 25S 

e 18S. A análise do gel permitiu constatar que a técnica resulta na recuperação de 

RNA de boa qualidade, uma vez que o padrão de bandas obtido foi o esperado 

(fig. 1).  

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

4.5. Avaliação da especificidade dos primers 

 Para avaliar a especificidade dos primers, para cada gene foi elaborada 

uma curva de melting (aquecimento gradual da amostra amplificada de 60ºC a 

95ºC, com incremento de 0,3ºC) na qual é possível observar a temperatura em 

que ocorre a dissociação da dupla fita de DNA dos produtos amplificados. Como 

essa temperatura depende do tamanho e da composição de bases nitrogenadas 

de cada produto, para cada gene analisado deve haver a formação de apenas um 

pico, com uma temperatura característica para cada produto de amplificação (fig 

2). 

 
 

25S 
 
 
18S 
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Figura 2: Curvas de melting representativas da amplificação do RNAm para (A) 

YWHAZ, (B) IL-17 e (C) IFN-. As reações utilizando os primers na concentração 

ideal podem ser consideradas específicas, uma vez que todas as amostras 

testadas apresentam temperatura de melting idênticas (em destaque em cada 

gráfico). 

 

4.6. Avaliação da eficiência da reação de amplificação 

A eficiência da reação de amplificação também foi determinada para cada 

gene analisado (fig. 3). Todos os testes foram realizados em triplicata utilizando 

amostras de cDNA na concentração de 30 g (primeiro ponto) seguido de 

diluições de forma seriada na proporção de 1:2 (total de 5 a 6 pontos).  Após o 

término da reação foi elaborada uma curva padrão, por meio da qual foi calculada 

a eficiência (E) e a correlação entre os pontos da curva (R2). A eficiência da 

reação (E) indica a capacidade de amplificação dos reagentes utilizados (primers 

e enzima) a cada ciclo. Uma eficiência de 100% indica que a cada ciclo a 

quantidade de produto em cada reação dobra. De acordo com a literatura, são 

consideradas satisfatórias reações com eficiência entre 90 a 110%. Os valores de 

R2 indicam a reprodutibilidade da pipetagem dos reagentes, sendo satisfatórios 

valores de R2 de ao menos 0,90.  

YWHAZ 
Tm: 77,45ºC 

C B A 

IL-17  
Tm: 81,16ºC 

IFN- 
Tm: 74,74ºC 
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 Na figura abaixo (fig. 3) estão representadas as curvas de amplificação das 

amostras diluídas seriadamente (lado esquerdo) e a curva padrão obtida, com os 

respectivos valores de eficiência (E) e R2 dos genes YWHAZ (A), da IL-17 (B) e do 

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

satisfatórias. Os valores de eficiência de amplificação de cada gene foram 

utilizados para o cálculo da expressão relativa dos genes de interesse, conforme 

descrito no próximo item. 

 

YWHAZ 

A 

R2: 0,999 
E: 97,04% 

IL-17 

B 

R2: 0,997 
E: 107,24% 
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Figura 3: Gráficos representativos de amplificação (esquerda) e curva padrão 

(direita) obtidos nos testes de padronização da eficiência das reações de RT-PCR 

em tempo real para quantificação do RNAm de (A) YWHAZ, (B) IL-17 e (C) IFN-. 

Todos os testes foram realizados em triplicata utilizando amostras de cDNA na 

concentração de 30 g seguidas de diluição seriada na proporção de 1:2. Os 

gráficos mostram a amplificação do material de acordo com a diluição das 

amostras (lado esquerdo), a partir da qual foi gerada a curva padrão expressa 

como a média dos Cts em função da diluição da amostra (direita). Os valores de 

R2 e da eficiência da reação estão destacados em cada gráfico. 

 

 

 

 

 

IFN- 

C 

R2: 1 
E: 97,25% 
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4.7. Validação dos resultados de RT-PCR em tempo real: normalização com 

genes de referência 

 A análise dos resultados foi feita pelo método descrito por Vandensompele 

et al. (129), no qual são utilizados pelo menos dois genes de expressão 

constitutiva para a normalização da expressão do gene de interesse. A utilização 

de múltiplos genes para a normalização visa garantir a confiabilidade na 

estabilidade dos genes utilizados como referência. Esta medida é baseada no 

princípio de que a razão ideal de expressão dos genes controles é idêntica em 

todas as amostras, independente da condição experimental. Tal cálculo é feito 

pelo programa GeNorm – Visual Basic Application, disponível gratuitamente na 

Internet.  

 Para a utilização do programa primeiramente os dados obtidos na 

amplificação de cada gene em cada amostra (controles e de interesse) são 

transformados em quantidades relativas de acordo com a seguinte fórmula: 

Q = E (Ct mínimo – Ct da amostra) 

 Q corresponde a quantidade relativa de cada gene e é igual a E (eficiência 

do primer, valor obtido no teste de eficiência) elevado ao Ct mínimo (menor Ct 

obtido dentre as amostras testadas para determinado gene) menos o Ct da 

amostra (Ct obtido de cada amostra analisada).  

 Os valores de Q obtidos dos genes controle (GAPDH, UBC e YWHAZ) em 

cada amostra são então inseridos na planilha do programa (GeNorm) que calcula 

os valores médios de estabilidade do gene, frente as diferentes condições 

experimentais (M). O valor de M é variável, e em geral espera-se que se obtenha 

um valor menor que 1,5. Para os genes que foram utilizados como controle 

obtivemos valores dentro da faixa indicada. Após o cálculo do valor M o programa 

fornece um fator de normalização (F) para cada amostra, que é então utilizado 

para o cálculo da expressão relativa dos genes de interesse (divide-se o valor de 

Q obtido para o gene de interesse em cada amostra pelo fator de normalização 

correspondente). 
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4.8. Eliminação da contaminação das amostras de RNA por DNA genômico  

 As reações de RT-PCR podem apresentar o inconveniente de amplificar 

DNA genômico (130). Dependendo do método de extração utilizado, pequenas 

quantidades de DNA genômico podem estar presentes na amostra 

comprometendo os resultados obtidos. Diversos métodos podem ser empregados 

para evitar esse tipo de interferência, entre eles o tratamento com DNAse após a 

extração do RNA.  

Para testar nosso protocolo de eliminação do DNA genômico, avaliamos a 

reação de PCR para -actina em amostras de RNA proveniente de CMSPs 

estimulados com LPS, tratados ou não com 1 unidade de DNAse por 30 minutos. 

O resultado obtido permitiu verificar que o tratamento não inibiu a amplificação dos 

produtos específicos de PCR representados pelas bandas referentes a -actina 

(fig. 4, amostras 4 e 5). Entretanto, a amplificação da amostra de DNA genômico 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Eliminação de DNA genômico em amostras de cDNA. Amplificação de 
-actina em amostras de RNA estimuladas com 10 g/mL de LPS por 24 horas ou 
DNA genômico extraído de monócitos ex-vivo. (1) RNA ex-vivo; (2) RNA de 
monócitos estimulados com LPS; (3) DNA genômico; (4) RNA ex-vivo tratado com 
DNAse; (5) RNA de monócitos estimulados com LPS tratado com DNAse; (6) DNA 
genômico tratado com DNAse; (7) Controle negativo.  
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5. IMUNOISTOQUÍMICA 

5.1. Amostras 

 As placas ateroscleróticas retiradas cirurgicamente foram colocadas em 

frascos cônicos tipo Falcon de 50 mL contendo formol a 4% e encaminhadas ao 

laboratório, onde foram seccionadas e incluídas em parafina. 

 

5.2. Reação de Imunoistoquímica 

 Cortes seriados de 4 m foram desparafinizados e hidratados; a 

recuperação antigênica foi feita com tampão específico para cada anticorpo 

(citrato pH 6.0 ou Tris-EDTA pH 8.0) em steamer durante 45 minutos. As próximas 

etapas foram realizadas utilizando o kit NovoLink Polymer Detection System 

(Novocastra®, Newcastle, England) de acordo com os procedimentos estipulados 

pelo fabricante. Foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 10 

volumes, seguido de incubação com reagente de bloqueio para proteínas, com 

posterior lavagem e incubação com os anticorpos primários (tabela IV), overnight. 

Em seguida os cortes foram lavados e as reações reveladas com o sistema 

Novolink, conforme indicações do fabricante. Neste processo os cortes são 

incubados com o reagente pós-primário (promove a formação de poros na célula 

facilitando a entrada do polímero), lavados e incubados com o anticorpo 

secundário conjugado a um polímero. As marcações são reveladas com a 

utilização do substrato 3,3’- diaminobenzidina (DAB). Após o término da reação, 

as lâminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas com entelan (Sigma). 

Marcações positivas foram identificadas pela presença de coloração marrom. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

64 

 

Tabela IV – Anticorpos utilizados na reação de imunoistoquímica 

 

Anticorpo Fabricante 

anti-CD3 DAKO 

anti-CD8 DAKO 

anti-CD68 DAKO 

anti-ICAM-1 Santa Cruz 

anti-IFN- Santa Cruz 

anti-IL-1 Santa Cruz 

anti-IL-10 Santa Cruz 

anti-IL-17 Santa Cruz 

anti-IL-18 Santa Cruz 

anti-IL-23p19 BioLegend 

anti-TGF- Santa Cruz 

anti-granzima B Santa Cruz 

anti-granzima A Santa Cruz 

anti-granulisina Santa Cruz 

anti-perforina Santa Cruz 

 

6.  Estimulação in vitro de fragmentos de tecido contendo a lesão 

aterosclerótica  

 Amostras de placa ateroscleróticas obtidas após cirurgia foram cortadas em 

pequenos fragmentos distribuídos em volumes iguais em poços de placas de 

cultura (24 poços) com 1 mL de meio RPMI suplementado (soro AB 10% + L-

glutamina [2mM] + gentamicina [5g/mL]). Em seguida os fragmentos de tecido 

foram estimulados com 10 g/mL de LPS, 10 g/mL de PHA, 50 ng/mL de IL-23 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), 5 ng/mL de IL-2 (R&D Systems) ou 

1g/mL de CD3+CD28 (BD, Franklin Lakes, NL, USA) por 24 horas em estufa a 

5% CO2. Após o período de incubação, o tecido foi coletado para extração de RNA 

e o sobrenadante utilizado para dosagem de IFN-, IL-1, IL-6, IL-10, IL-17 e 

MMP9 pelo método de ELISA. 
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7. Determinação da concentração de IL-17 e IL-23 em plasma  

 Para a determinação da concentração plasmática de IL-17 e IL-23, foram 

coletadas amostras de sangue periférico dos pacientes submetidos à 

endarterectomia antes do procedimento cirúrgico, em tubos contendo heparina 

sódica.  

 

8. Ensaio imunoenzimático para detecção de IFN-, IL-17, IL-1, IL-6, IL-10, IL-

23 e MMP9  

As amostras de sobrenadante de cultura ou plasma heparinizado foram 

testadas em duplicata, utilizando-se ensaio imunoenzimático do tipo sanduíche (kit 

Duo Set – R&D Systems - para a detecção de IFN-, IL-17, IL-1, IL-6, MMP9 e IL-

10; eBioscience - San Diego, CA, EUA – para a detecção de IL-23), de acordo 

com as instruções dos fabricantes. Em resumo, placas de 96 cavidades foram 

sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluído em tampão PBS (pH 7,2 – 7,4) 

durante uma noite à temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes (PBS 

– Tween® 20 0,05%) seguidas da adição de  tampão de bloqueio (PBS – BSA 1% 

- 0,05% NaN3) e incubação por 1 hora à temperatura ambiente. O procedimento 

de lavagem foi repetido, seguido da adição das amostras referentes à curva 

padrão (sete pontos) e das amostras a serem testadas. Após incubação de 2 

horas à temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas seguindo-se a 

adição de anticorpos de detecção biotinilados (diluídos em tampão PBS – Tween® 

20) e posterior incubação de 2 horas à temperatura ambiente. Completado o 

tempo repetiu-se o procedimento de lavagem e adicionou-se o complexo 

estreptoavidina-peroxidase, seguido de incubação por 20 minutos à temperatura 

ambiente. A lavagem foi repetida e em seguida foi adicionado o 

substrato/cromógeno (TMB [200 g/mL] + H2O2 [0,03%], diluído em tampão 

acetato de sódio/ácido acético – 0,1M – pH 5,5),  com incubação por 30 minutos à 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reação foi interrompida com a adição de 

H2SO4 [2N]. As absorbâncias foram determinadas em leitora de ELISA 

(Labsystems Multiskan MS, Finlândia) a 450 nm. O limite de detecção dos ensaios 
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utilizados foi de 15,6 pg/mL para IL-17 e IFN-; 3,9 pg/mL para IL-1; 9,3 pg/mL 

para IL-6 e 31,2 pg/mL para MMP9, IL-10 e IL-23.  

 

9. Isolamento de monócitos/macrófagos e linfócitos da lesão aterosclerótica 

  

As lesões obtidas cirurgicamente foram acondicionadas em tubo FALCON de 50 

mL contendo meio RPMI (Invitrogen) e transportadas ao laboratório em gelo. As 

amostras foram lavadas duas vezes com meio de cultura, cortadas e incubadas 

em placa de cultura (Corning, NY, EUA) por 1,5 hora em meio RPMI 

suplementado (soro AB 10% + L-glutamina [2mM] + gentamicina [10g/mL]) 

contendo 2 mg/mL de liberase (Blendzymes, Roche Applied Science, Mannheim, 

Alemanha) a 37°C em estufa de CO2 (5%). Em seguida foi adicionado 2 mL de 

soro AB inativado estéril (para bloquear a ação enzimática) e o material foi lavado 

3 vezes com meio suplementado, transferido para placa de cultura (Corning) e 

incubado overnight em meio suplementado contendo 1mg/mL de liberase a 37°C 

em estufa de CO2 (5%).  

Após este período o material foi lavado 3 vezes com meio suplementado, 

ressuspendido em meio de cultura, dissociado usando equipamento Medimachine 

(BD Biosciences) e filtrado em dispositivo Filcons (BD Biosciences) com poros de 

70 m. Após a filtração, foi realizada a separação de células mononucleares por 

gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hipaque. As células obtidas foram 

ressuspendidas em meio RPMI suplementado e estimuladas por 72 horas com 10 

g/mL de PHA (Sigma) a 37°C em estufa de CO2 (5%). Ao término do tempo de 

incubação, as células foram coletadas e submetidas à imunofluorescência para os 

marcadores de superfície CD3, CD4, CD8, CD68, CD69, MHC II, CD19, CD56, 

CD62E e marcação intracelular para as citocinas IL-17 e IFN-. 

 

10. Imunofluorescência e citometria de fluxo  

Após a obtenção das células mononucleares, 20 L da suspensão de 

células (aproximadamente 2 x 105 células) foram transferidas para placas de 

microtitulação (96 cavidades) contendo a mistura de anticorpos para a marcação 
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de superfície diluídos em 20 L de PBS-B (PBS-BSA (0,5%), seguido de 

incubação por 15 minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após a 

incubação, as placas foram centrifugadas (1250 r.p.m., 10 minutos, temperatura 

ambiente), o sobrenadante descartado e adicionado 200 L do tampão PBS-B 

seguido de centrifugação. Após nova centrifugação o sobrenadante foi descartado, 

as células ressuspendidas (vórtex) e adicionado 200 L de formaldeído a 2% em 

PBS a cada cavidade, incubando-se por 15 minutos à temperatura ambiente. Após 

nova centrifugação as células foram ressuspendidas e adicionado 200 L de 

tampão de permeabilização (PBS – BSA [0,1%] – Saponina [0,5%]) com 

incubação da placa por 10 minutos à temperatura ambiente. As células foram 

novamente centrifugadas, ressuspendidas, quando então foram submetidas a 

marcação intracitoplasmática com uma mistura de anticorpos diluídos em 20 L de 

tampão de permeabilização. Após incubação em temperatura ambiente por 30 

minutos foi adicionado a cada cavidade 150 L de tampão de permeabilização e a 

placa foi centrifugada (1250 r.p.m., 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi 

descartado, as células ressupendidas (vórtex) em 200 L de tampão PBS-B-A. 

Após nova centrifugação, as células foram ressuspendidas em 250L de 

formaldeído a 2%, transferidas para tubos de microtitulação e analisadas em 

citômetro de fluxo (FACScalibur – Beckton & Dickinson), por meio de software 

específico (CellQuest – Beckton & Dickinson). As leituras foram realizadas em um 

intervalo máximo de 24 horas e os resultados expressos em porcentagem de 

células positivas. 

 

11. Análise estatística 

 Os resultados foram analisados com o software GraphPad 5.0. As 

diferenças entre os grupos quanto aos parâmetros analisados foram avaliadas 

pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. As variações dentro do mesmo 

grupo, após diferentes estímulos, foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Foram 

consideradas significantes diferenças com valor de p ≤ 0,05. 
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1. Parâmetros clínicos dos pacientes submetidos à endarterectomia 

carotídea 

Na tabela V estão descritos os parâmetros clínicos e bioquímicos dos 41 

pacientes submetidos à endarterectomia carotídea incluídos neste estudo. A 

média de idade dos pacientes foi de 66,9 anos sendo a maioria das amostras 

provenientes de indivíduos do sexo masculino (33 homens e 8 mulheres). Entre os 

fatores de risco para o desenvolvimento de doença aterosclerótica, pode-se 

observar grande incidência de hipertensão arterial (70,7%), seguido por 

dislipidemia (63,%), tabagismo (39,0%), diabetes (24,3%) e obesidade (4,8%). Os 

esquemas terapêuticos mais frequentemente em uso foram estatina (78,0%) e 

aspirina (75,6%), além de inibidores da enzima conversora de angiotensina, -

bloqueadores, insulina, antagonista de cálcio e diurético.  As doenças prévias mais 

freqüentes no grupo estudado foram acidente vascular cerebral (56,0%), doença 

arterial periférica (41,4%) e outras, porém com menor incidência (angina estável e 

insuficiência cardíaca: 17,0%; angioplastia e revascularização prévia: 9,7%; infarto 

agudo do miocárdio: 7,3% e angina instável: 2,4%).  
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Tabela V – Parâmetros clínicos dos pacientes submetidos à endarterectomia 

carotídea 

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

ICC: insuficiência cardíaca congestiva; AE: angina estável; IAM: infarto agudo do 

miocárdio; AI: angina estável 

 

Característica Pacientes (n=41) 

Idade, anos 66,9 (49 – 89) 

Sexo, homens/mulheres 33/8 

  
Hipertensão arterial (%) 29 (70,7) 

Dislipidemia (%) 26 (63,4) 

Tabagismo (%) 16 (39,0) 

Diabetes (%) 10 (24,3) 

Obesidade (%) 2 (4,8) 

  
Estatina (%) 32 (78,0) 

Aspirina (%) 31 (75,6) 

IECA (%) 21 (51,2) 

-bloqueador (%) 19 (46,3) 

Diurético (%) 12 (29,2) 

Antagonista de cálcio (%) 11 (26,8) 

Insulina (%) 7 (17,0) 

  
AVC (%) 23 (56,0) 

Doença arterial periférica (%) 17 (41,0) 

ICC (%) 7 (17,0) 

AE (%) 7 (17,0) 

Angioplastia (%) 4 (9,7) 

Revascularização prévia (%) 4 (9,7) 

IAM (%) 3 (7,3) 

AI (%) 1 (2,4) 
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2. Determinação da concentração plasmática de IL-17 e IL-23 

 A reação inflamatória presente na aterosclerose é considerada de baixa 

intensidade (low grade inflammation), devido ao comprometimento de pequenas 

áreas da vasculatura. Entretanto, alguns marcadores inflamatórios, como a IL-6 e 

a PCR, podem ser detectados no plasma de pacientes com doença coronariana 

em concentrações mais elevadas, do que em controles saudáveis (133). 

Inicialmente procedemos à determinação da concentração plasmática de IL-17 e 

IL-23 em pacientes com estenose crítica de carótida e submetidos à 

endarterectomia. Em todos os pacientes a concentração de IL-17 e IL-23 estavam 

abaixo do limite de detecção do kit utilizado para a dosagem das citocinas (15,6 

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

 Em uma última tentativa estimulamos monócitos em cultura com 20 pg/mL 

de LDLox, antígeno abundantemente presente nas placas  ateroscleróticas. 

Novamente não foi detectada a presença de IL-23 e tampouco de IL-17 pelo 

método empregado (ELISA, dados não mostrados). 
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3. Análise da expressão gênica em amostras de lesão aterosclerótica  

A análise da expressão gênica foi realizada em dezoito fragmentos de 

ateroma e em três amostras de artéria carótida controle obtidas de doadores de 

órgãos. As características clínicas dos pacientes que participaram do estudo estão 

descritas na tabela VI. A maioria das amostras foi obtida de pacientes do sexo 

masculino (homens: 83,3%; mulheres: 16,6%) com idade média de 65,6 anos (49 

a 89 anos). Quanto aos fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose a 

maioria dos pacientes apresentou dislipidemia (72,2%), hipertensão arterial 

(61,1%) e estavam em uso de aspirina (83,3%) e estatina (77,7%). A maioria das 

amostras (83,3%) foi obtida de pacientes considerados assintomáticos, segundo 

os critérios descritos em Casuística e Métodos (item 1).  

  Os resultados da análise da expressão gênica foram reunidos em 6 grupos: 

genes relacionados à resposta TH17; genes relacionados a resposta TH1 e TH2; 

genes de citocinas pró-inflamatórias clássicas; genes relacionados ao controle da 

resposta inflamatória; genes relacionados a degradação da matriz extracelular e 

genes relacionados a resposta citotóxica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

75 

 

Tabela VI – Parâmetros clínicos dos pacientes cujas amostras foram utilizadas para análise de expressão gênica 
 

 

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

1 71 M - - + - - assintomático    

2 57 M - - - - - assintomático - + + 

3 78 M + - + - - assintomático + + + 

4 52 M + + + - + assintomático + + + 

5 64 F + + + + - assintomático + + + 

6 76 M + - + - - assintomático + + + 

7 89 M - + - - - assintomático - + + 

8 71 M - - + - - assintomático + + + 

9 49 F - + + - - assintomático + + - 

10 60 M + + - - - assintomático + + + 

11 60 M + - + + - assintomático + - - 

12 62 M - + - - - assintomático    

13 69 M + - + - - sintomático + + - 

14 60 M + - + - + assintomático + + + 

15 65 M + + + - - sintomático + + - 

16 70 M + - + - - assintomático + + - 

17 61 F + - + - - sintomático + + - 

18 67 M - + - - - assintomáico + + - 
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3.1. Expressão de genes relacionados à resposta TH17 

 Para a caracterização da resposta TH17 nas placas ateroscleróticas 

analisamos diferentes mediadores (citocinas, quimiocinas, receptores de 

quimiocinas e fatores de transcrição) relacionados. Embora todas as placas 

expressassem RNAm para o receptor de IL-17, a detecção do RNAm para IL-17 

foi rara nos pacientes (11%) e ausente nos controles (fig. 5).  

A expressão do fator de transcrição Rort é necessária e suficiente para o 

controle da transcrição da IL-17 e para a diferenciação de células TH17 a partir de 

células T naive (91). Em nosso estudo detectamos o RNAm para RorC em 83% 

das placas de pacientes (fig. 5), e também em amostras controle, mas em 

quantidade significativamente menor (fig. 7).  

A sobrevivência dos linfócitos TH17 nos tecidos é promovida pela citocina 

IL-23 (92), composta de duas subunidades: a p40, compartilhada com a IL-12 e a 

p19 que a caracteriza (131). A análise do RNAm mostrou expressão de IL-23p19 

em todas as amostras de pacientes analisadas (fig. 5). Além disso, a expressão do 

RNAm para IL-23p19 foi significativamente maior nos pacientes, comparada ao 

grupo controle (fig.7). 

Os linfócitos TH17 podem ser caracterizados pela produção de citocinas, 

como a IL-22 (132); pela produção da quimiocina CCL20, envolvida em 

mecanismos de recrutamento de células TH17 para os tecidos (ação autócrina); e 

pela expressão dos receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6, que garantem a 

sua mobilização para os tecidos inflamados (99). A análise da expressão gênica 

mostrou RNAm para CCR6, CCR4, CCL20 e IL-22 em 94%, 89%, 50% e 44% das 

amostras de pacientes analisadas, respectivamente (fig. 6). Entretanto, diferenças 

significativas entre pacientes e controles foram observadas apenas em relação ao 

CCR4 (fig. 7). 
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Figura 5 – Expressão gênica de marcadores (IL-17, IL-17R, RorC e IL-23p19) relacionados à resposta TH17 em fragmentos de ateroma.  As 

amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle.  
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Figura 6 – Expressão gênica de marcadores (IL-22, CCL20, CCR4 e CCR6) relacionados à resposta TH17 em fragmentos de ateroma.  As 

amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle.  
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Figura 7 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados à resposta TH17 

em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. Mann Whitney 
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3.2. Expressão de genes relacionados às respostas TH1 e TH2 

A resposta inflamatória na aterosclerose tem sido, habitualmente, 

relacionada à presença de linfócitos TH1 produtores de IFN- que promovem 

mecanismos de ruptura da lesão (7). Células TH2 também já foram descritas nas 

lesões ateroscleróticas, embora seu papel ainda não esteja totalmente elucidado, 

podendo ter tanto ação pró-inflamatória como anti-inflamatória (133). Trabalhos 

recentes mostraram que a presença de linfócitos TCD4+ TH1 ou TH2 podem inibir a 

polarização de células TH17 (86).  

A expressão de genes relacionados à resposta TH1, como IFN-IL-2, T-bet 

(fator de transcrição específico desta população celular) e a subunidade p35 da IL-

12 (IL-12p35) foi detectada na maioria das placas de pacientes (77%, 66%, 94% e 

83%, respectivamente), mas, praticamente ausente nos controles (fig. 8). 

Entretanto, em termos comparativos, apenas a expressão do RNAm para IFN- foi 

significativamente maior no grupo de pacientes, em relação aos controles (fig.10). 

Por outro lado, a expressão de GATA-3, principal fator de transcrição das 

célulasTH2, foi observada em todas as amostras de pacientes analisadas (100%) e 

em concentrações significativamente maiores do que nas amostras controle (figs. 

9 e 10).  
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Figura 8 – Expressão gênica de marcadores (IFN-, IL-2, T-bet e IL-12p35) relacionados à resposta TH1 em fragmentos de ateroma.  As amostras 

de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle. 
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Figura 9 – Expressão gênica de marcador (GATA-3) relacionado à resposta TH2 em 

fragmentos de ateroma.  As amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As 

amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados à resposta TH1 e 

TH2 em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. Mann Whitney 
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3.3. Expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias clássicas 

 Os macrófagos e as células espumosas são os tipos celulares mais 

abundantes da lesão aterosclerótica. A ativação dessas células promove a 

liberação de diversos mediadores da resposta inflamatória, como as citocinas da 

imunidade inata (IL-1, IL-6, TNF-). Além disso, o reconhecimento de antígenos 

presentes na placa por macrófagos, por intermédio dos receptores que 

reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PRRs), com sua 

posterior ativação é uma etapa crucial para o direcionamento da resposta 

imunológica adaptativa (134).  

 O RNAm para IL-1 e TNF- foi detectado em todas as amostras de 

pacientes analisadas (100%) e em concentração relativa mais elevada do que nos 

controles (figs. 11 e 12).  Por outro lado, não houve diferença entre pacientes e 

controles no que se refere a expressão do RNAm para IL-6, que foi muito baixa 

em todas as amostras (figs.11 e 12). 
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Figura 11 – Expressão gênica de marcadores (IL-1, IL-6 e TNF-) relacionados à resposta pró-inflamatória clássica em fragmentos de ateroma.  

As amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle. 
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Figura 12 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados à resposta pró-

inflamatória clássica em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. 

Mann Whitney 

 

 

 

3.4. Expressão de genes relacionados ao controle da resposta inflamatória 

Trabalhos recentes têm demonstrado a presença concomitante de 

mediadores inflamatórios e anti-inflamatórios nas lesões ateroscleroscleróticas 

(135), estes últimos  com a importante função de controlar a resposta 

inflamatória/imunológica exacerbada, que resulta em destruição tecidual e 

agravamento do quadro. 

 A IL-10 inibe processos que levam a progressão, ruptura e trombose da 

placa, incluindo produção de citocinas e MMPs (como a MMP-9) (136).  Em nosso 

estudo detectamos RNAm para IL-10 na grande maioria das placas de pacientes 

(89%) e em quantidades significantemente mais elevadas que nas artérias 

controle (figs. 13 e 14).  

Por outro lado, em relação a expressão de TGF-, outra citocina com 

atividade inibitória, não houve diferença significativa entre pacientes e controles 

(figs. 13 e 14).   
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Células T regulatórias naturais e induzidas (Treg) apresentam como fator de 

transcrição a molécula FOXP3 e exercem sua atividade supressora por intermédio 

da produção de citocinas inibitórias como a IL-10 e o TGF-. Estudo recente 

relatou a presença de células Treg em lesões ateroscleróticas e seu papel no 

controle da inflamação local foi aventado (112). Em concordância, a maioria (89%) 

das placas analisadas em nosso estudo mostraram expressão do RNAm para 

FOXP3 e em quantidade  mais elevada do que nos controles (Figs 13 e 14). 

 Outro grupo de células com caráter regulatório pode ser induzido na 

presença de IL-27. Essas células são denominadas T regulatórias 1 (Tr1) e inibem 

a resposta inflamatória pela produção de IL-10 (137). Foi demonstrado que a 

transferência adotiva de células Tr1 para animais propensos a desenvolver 

aterosclerose (Apo-E-/-) resulta na redução das lesões (138).  

A IL-27 e a IL-35, outra citocina relacionada à resposta inibitória das células 

Treg, compartilham a cadeia EBI3, que na IL-27 é associada à p28 e na IL-35 à 

p35 (139). Todas as amostras de placa aterosclerótica mostraram expressão do 

RNAm para IL-27r e EBI3 e em quantidade mais elevada do que nas artérias 

controle (figs. 13 e 14). 
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Figura 13 – Expressão gênica de marcadores (IL-10, TGF-, IL-27r, EBI3 e FOXP3) relacionados ao controle da resposta inflamatória em 

fragmentos de ateroma.  As amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle.  
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Figura 14 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados ao controle da 

resposta inflamatória em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. 

Mann Whitney 
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3.5. Expressão de genes relacionados à degradação da matriz extracelular 

 Macrófagos e as células espumosas, após serem ativados por citocinas 

produzem mediadores envolvidos com mecanismos de ruptura das lesões como 

as metaloproteinases (MMP), principalmente a MMP9 (7). A análise da expressão 

gênica mostrou que 94% das amostras de lesão analisadas apresentaram 

expressão do RNAm para MMP9 (fig. 15), e em concentrações  maiores que o 

grupo controle (fig. 16) 

Finalmente, dada a importância das metaloproteinases como a MMP9 na 

ruptura das lesões ateroscleróticas, julgamos interessante avaliar a expressão de 

TIMP-1, seu inibidor endógeno. Assim como para a MMP9, o RNAm para TIMP-1 

foi detectado em 94% das placas analisadas em concentração relativa maior que 

nos controles (Figs 15 e 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Expressão gênica de marcadores (MMP9 e TIMP-1) relacionados com 

os mecanismos de degradação de matriz extracelular em fragmentos de ateroma.  

As amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 

referem-se às artérias controle.  
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Figura 16 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados com mecanismos 

de degradação de matriz extracelular em fragmentos de ateroma e artérias 

controle. * p < 0,05. Mann Whitney 

 

 

 

3.6. Expressão de genes relacionados à resposta citotóxica 

  Trabalhos recentes sugerem que a granzima B, grânulo citotóxico produzido 

primordialmente por células T citotóxicas e células NK, com estabelecida função 

na lise de células infectadas e neoplásicas, pode também estar envolvida no 

remodelamento da matriz extracelular em várias doenças inflamatórias (140). 

Entretanto, a participação desta e outras moléculas citotóxicas foram pouco 

exploradas na aterosclerose.   

 Analisamos a expressão gênica de 4 moléculas citotóxicas nas amostras de 

placa ateroscleróticas e artérias controle. Observamos elevada expressão do 

RNAm para granulisina (100%), granzima A (94%), granzima B (88%) e perforina 

(100%) nas amostras de lesão (fig. 17). Com exceção da granzima B, as placas 

ateroscleróticas de pacientes expressaram níveis significantemente maiores de 

granzima A, perforina e granulisina do que as artérias controle (fig. 18).  
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Figura 17 – Expressão gênica de marcadores relacionados à resposta citotóxica (granulisina, granzima A, granzima B e perforina) em fragmentos 

de ateroma.  As amostras de lesão correspondem às barras 1 a 18. As amostras 19, 20 e 21 referem-se às artérias controle.  
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Figura 18 – Expressão relativa do RNAm de genes relacionados com a atividade 

citotóxica em fragmentos de ateroma e artérias controle. * p < 0,05. Mann Whitney 
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4. Análise histológica e imunoistoquímica 

 Para a análise histológica e imunoistoquímica foram utilizadas 14 amostras 

de lesão aterosclerótica, classificadas em estáveis ou instáveis, de acordo com a 

presença de cristais de colesterol (fig. 19A), calcificação (fig.19A), necrose (fig. 

19B) e macrófagos (células CD68+) (fig. 20). Além desses, outros parâmetros 

foram avaliados por imunoistoquímica, com o objetivo de caracterizar a resposta 

inflamatória/imunológica presente na placa aterosclerótica.  

 As tabelas VII e VIII resumem os principais resultados encontrados, 

incluindo a semi-quantificação dos parâmetros avaliados, expressa em cruzes da 

seguinte forma: (+) marcadores positivos em um campo de maior aumento (x40), 

(++) em 2 ou 3 campos, (+++) em mais de 3 campos.  

Aproximadamente 50% das amostras receberam a classificação estável por 

apresentar pequena quantidade de cristais de colesterol, necrose, calcificação e 

células CD68+ (fig. 19 e 21A), além da expressão de citocinas pro-inflamatórias. 

Em contrapartida, 42,8% das amostras analisadas apresentaram fenótipo instável, 

com grande quantidade de cristais de colesterol, necrose, calcificação e 

macrófagos. Em três casos que apresentavam resposta inflamatória intensa foram 

observadas células multinucleadas (fig. 21B). 

 Um aspecto importante a ser salientado é que devido a técnica cirúrgica, as 

amostras obtidas continham apenas a camada íntima. Em poucas amostras foram 

visualizados resquícios da camada média, reconhecida pela presença de células 

musculares lisas.   
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Tabela VII – Fenótipo das lesões utilizadas nas análises de imunoistoquímica 

 

* presença de algumas células multinucleadas 

** grande quantidade de células multinucleadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra 
Macrófago 

(CD68+) 

Cristais de 

colesterol 
Calcificação Necrose Fenótipo 

1 + - +++ - Estável 

2 + +++ + ++ Estável 

3 +++* +++ +++ +++ Instável 

4 +++** +++ +++ +++ Instável 

5 ++ - - + Estável 

6 +++ + +++ +++ Instável 

7 ++ +++ ++ +++ Instável 

8 ++ +++ +++ +++ Instável 

9 + + ++ + Estável 

10 ++ ++ +++ ++ Intermediária 

11 + - + - Estável 

12 + + ++ + Estável 

13 + + + ++ Estável 

14 +++* +++ +++ +++ Instável 
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Figura 19 – A- Placa aterosclerótica instável. Observar os numerosos cristais de 

colesterol (seta) e foco de calcificação (asterisco) (HEX100), B- Nesta área a placa 

apresenta abundante material necrótico.  
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Figura 20 – Placa aterosclerótica instável. Notar infiltrado inflamatório contendo 

numerosos macrófagos CD68+ (cor marrom). Vários macrófagos mostram 

citoplasma amplo e espumoso (à esquerda) (imunoistoquímica, anticorpo anti-

CD68 x 400).     

 

 

Citocinas e outros mediadores detectados por imunoistoquímica também 

foram semi-quantificados conforme descrito acima e relacionados com o fenótipo 

das lesões. Como podemos observar na tabela XI, as lesões instáveis 

apresentaram maior quantidade de citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-23 e IL-18. 

Além disso, essas mesmas lesões instáveis apresentaram grande quantidade de 

marcações positivas para as citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-.  
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Tabela VIII – Análise semi-quantitativa das reações imunoistoquímicas  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Placa IL-17 IL-23 IL-1 IL-18 IFN- ICAM-1 IL-10 TGF- Fenótipo 

1 - - + - - + - - Estável 

2 - + + + - + + + Estável 

3 - + +++ ++ - +++ ++ ++ Instável 

4 - +++ +++ +++ - +++ +++ ++ Instável 

5 - - - - - + - - Estável 

6 - ++ + - - +++ +++ +++ Instável 

7 - ++ ++ ++ - +++ - +++ Instável 

8 - +++ ++ + - +++ +++ - Instável 

9 - + + + - + ++ ++ Estável 

10 - ++ ++ + - ++ ++ - Intermediária 

11 - - - - - + - - Estável 

12 - - - + - + - + Estável 

13 - + + + - + - + Estável 

14 - ++ ++ + - +++ - + Instável 
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Figura 21 – A- Placa aterosclerótica estável: notar a pequena quantidade de 

cristais de colesterol e discreto infiltrado inflamatório. B- Placa instável: notar o 

intenso infiltrado celular, com várias células mononucleadas (seta) e freqüentes 

cristais de colesterol (HE x 400).      

A 
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Na tentativa de confirmar os resultados obtidos na análise da expressão 

gênica realizamos a pesquisa das proteínas correspondentes por 

imunoistoquímica. Não foram analisados todos os marcadores devido a 

indisponibilidade de anticorpos específicos no mercado.  

A marcação para IL-17 e IFN- (dado não mostrado) foi negativa em todas 

as amostras analisadas. Como pode ser visualizado na fig. 22, representativa de 

lesão aterosclerótica instável, o intenso infiltrado de macrófagos e linfócitos, não 

apresenta qualquer marcação para IL-17.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22 – Placa aterosclerótica com marcação negativa para IL-17. Notar 

intenso infiltrado inflamatório composto de células espumosas e linfócitos.  

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

 

Por outro lado, outros mediadores relacionados à resposta TH17 foram 

detectados nas placas por imunoistoquímica como a IL-23 detectada 

principalmente em macrófagos e células gigantes (fig. 23). 
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Figura 23 – Placa aterosclerótica corada com anti-IL-23. A - Notar os numerosos 

macrófagos e células gigantes positivas para IL-23 (cor marrom). (400X) B - 

detalhe de célula gigante positiva para IL-23 (1000X). (imunoistoquímica, anticorpo 

anti-IL-23). 

B 
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Citocinas inflamatórias como a IL-1 (fig. 24) e a IL-18 (fig. 25) também 

foram observadas nas placas por imunoistoquímica.    

A detecção de IL-1 (fig. 24) se deu principalmente em macrófagos e 

células espumosas, que apresentaram marcação citoplasmática intensa.  

 

Figura 24 – Placa aterosclerótica corada com anti-IL-1. A - Notar os numerosos 

macrófagos e células gigantes positivas para IL-1 (cor marrom). (400X). 

(imunoistoquímica, anticorpo anti-IL-1) 

 

A participação da IL-18 na resposta inflamatória que caracteriza a 

aterosclerose foi comprovada em diferentes trabalhos experimentais e em 

humanos (141,142). Seu efeito está relacionado à estimulação da produção de 

outras citocinas inflamatórias como IL-6, TNF-, IL-1, IL-8 e a expressão de 

moléculas de adesão, como a ICAM-1. Nas placas analisadas observamos 

expressão de IL-18 em macrófagos e células espumosas em contato com cristais 

de colesterol (fig. 26). 
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Figura 25 – Placa aterosclerótica corada com anti-IL-18. A - Marcação positiva em 

áreas ricas em macrófagos e células espumosas (400X) (B) Marcação intensa em 

macrófagos que estão em íntima associação com cristais de colesterol. (1000x) 

(imunoistoquímica, anticorpo anti- IL-18). 
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O ateroma é caracterizado pela presença de infiltrado composto de 

diferentes células, com predominância de macrófagos e linfócitos T. Essas células 

migram para a íntima arterial na dependência da expressão de moléculas de 

adesão pelo endotélio. Nossos resultados mostraram marcação para ICAM-1 

pouco intensa nas lesões ateroscleróticas classificadas como estáveis (tabela 

VIII). Diferentemente, as placas instáveis, exibiram marcação exuberante, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26 – Placa aterosclerótica instável com intensa marcação para ICAM-1 ao 

redor de células espumosas e células gigantes. (imunoistoquímica, anticorpo anti-

ICAM-1 x 400). 

 

 A resposta anti-inflamatória na lesão foi confirmada pela detecção de  TGF-

 (fig. 27A) e IL-10 (fig. 27B) principalmente em macrófagos.  
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Figura 27 – Placa aterosclerótica corada com A- anti-TGF-: observar os 

macrófagos positivos (cor marrom) agrupados na parte superior do campo; B- anti-

IL-10: notar os numerosos macrófagos positivos (cor marrom) de permeio ao 

infiltrado mononuclear. (imunoistoquímica, anticorpo anti- TGF-  e anti-IL-10, x 

400). 
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 Trabalho recente mostrou a presença de granzima B em lesões 

ateroscleróticas humanas sugerindo um possível papel para esta molécula 

citotóxica na instabilidade de lesões, provavelmente por promover degradação de 

matriz extracelular e apoptose de células musculares lisas (143). Entretanto, 

estudos sobre a atividade citotóxica no ateroma são raros e sempre focados 

apenas na granzima B. Nossos resultados mostraram a presença de granzima B 

(fig. 28A), perforina (fig. 28B) e granulisina (fig. 29) em macrófagos e células 

espumosas, não sendo observado marcações positivas para granzima A (dado 

não mostrado). 

 Ao fazer a semi-quantificação das células positivas, verificamos marcações 

positivas com maior intensidade, em amostras de ateroma que apresentaram 

fenótipo instável (tabela IX). 

 

Tabela IX – Análise semi-quantitativa da resposta citotóxica   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Placa Perforina Granzima B Granulisina Fenótipo 

1 - - + Estável 

2 + + + Estável 

3 + ++ ++ Instável 

4 + ++ ++ Instável 

5 + + - Estável 

6 + + + Instável 

7 + ++ + Instável 

8 + + + Instável 

9 - - - Estável 

10 + + + Intermediária 

11 - - - Estável 

12 - - - Estável 

13 - - - Estável 

14 - - - Instável 
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Figura 28 – Placa aterosclerótica corada com A - anti-granzima B e B- anti-

perforina. Marcação positiva em áreas ricas em macrófagos e células espumosas 

(imunoistoquímica, anticorpo anti-granzima B e anti-perforina x400). 

B 
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Figura 29 – Placa aterosclerótica corada com anti-granulisina. Marcação positiva 

em macrófagos e células espumosas (imunoistoquímica, anticorpo anti-granulisina 

x400) 
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5.  Citometria de fluxo de lesão aterosclerótica humana (n=3) 

 Com o objetivo de verificar a composição celular e a produção de IL-17 por 

células da lesão aterosclerótica, fragmentos de ateroma foram submetidos a um 

processo de digestão enzimática com posterior recuperação e cultura das células 

obtidas.  

 

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

 Após a marcação e leitura das amostras em citômetro de fluxo, observamos 

a presença de grande quantidade de tecido e células mortas (fig. 30), o que pode 

comprometer a análise por dificultar a determinação do gate e identificação das 

células positivas para cada marcador. Para contornar esse problema, a análise foi 

feita utilizando-se back gates (fig. 31). Dessa maneira foi possível determinar com 

maior precisão a localização dos diferentes tipos celulares e então proceder à 

análise (fig. 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Dot Plot representativo da reação de citometria de fluxo de lesão 

aterosclerótica humana. A amostra de lesão foi dissociada com o uso de enzimas 

(Blendyzime – Roche) com posterior passagem por aparelho de desagregação de 

tecido (Medimachine – BD) e submetidas a cultura por 72 horas na presença de 

10 g/mL de PHA. Gráfico mostrando a distribuição das células  por tamanho 

(FSC) e granulosidade (SSC).  
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Figura 31: Análise de citometria de fluxo de preparação placa de ateroma 

utilizando back gates. (A) Inicialmente foi feito um dot plot mostrando as células 

CD3+ e CD4+ estabelecendo o gate 1 no local dessas células. Após o 

estabelecimento do gate no local indicativo de linfócitos T, foi feito um dot plot (B) 

analisando as células que estão no gate 1 por tamanho (FSC) x granulosidade 

(SSC) formando o gate 2, que indica o local no qual os linfócitos T estão 

presentes. Estabelecido o gate 2, foram feitos outros dot plots (C, D) separando as 

populações pelas marcações positivas. Podemos observar que nos locais 

delimitados pelo círculo vermelho temos as células marcadas somente com um 

fluorocromo (CD3+) e os locais delimitados com círculo azul, as células duplo-

positivas (T CD3+CD4+ ou T CD3+CD8+).  

 

A B

C D
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A análise da preparação celular da placa permitiu a detecção de células 

TCD4+, TCD8+, linfócitos T ativados (CD69+) e células NK (CD56), além de uma 

pequena porcentagem de células MHC classe II positivas (figura 32). Entretanto 

não foram detectados macrófagos (CD68), linfócitos B (CD19), nem células 

endoteliais (CD62E). A freqüência de células positivas para IFN- foi 5% e para IL-

17, 1% (dados não mostrados).  

 

 
 

 

Figura 32 – Figura representativa de 3 experimentos de avaliação da freqüência 

de células positivas para os marcadores indicados em suspensão celular de placa 

de ateroma. A amostra de lesão aterosclerótica foi dissociada com o uso de 

enzimas (Blendyzime – Roche) com posterior passagem por aparelho de 

desagregação de tecido (Medimachine – BD) e submetidas a cultura por 72 horas 

na presença de 10 g/mL de PHA. A porcentagem refere-se células positivas no 

gate de linfócitos.  
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6. Estimulação de placas ateroscleróticas em cultura e quantificação de 

citocinas (n = 6) 

  Tendo em vista a ausência de IL-17 (RNAm e proteína) nas amostras 

avaliadas ex vivo, a produção de ambos foi determinada após a estimulação in 

vitro com diferentes estímulos, conforme protocolo adaptado de Niessner et al 

(144). Neste experimento, o tecido contendo a lesão foi seccionado em pequenos 

fragmentos com o auxílio de uma lâmina e cultivado em placas de 24 poços por 24 

horas. Foram analisadas 6 amostras de placas ateroscleróticas. 

Os resultados mostraram que a estimulação com LPS promoveu aumento 

da expressão do RNAm para IL-6 e CCL20 e da expressão do RNAm e produção 

da proteína IL-1 e IL-10 (fig 33, 35). A expressão de MMP9 (RNAm e proteína) foi 

semelhante em resposta a todos os estímulos utilizados (figs. 34 e 35). 

 Em relação a IL-17 verificou-se que a estimulação com citocinas (IL-23 e IL-

2), mitógeno (PHA) e via receptor de imunidade inata (LPS) não promoveram a 

produção de níveis detectáveis da citocina. Entretanto, quando simulamos a 

estimulação via TCR (anti-CD3+anti-CD28), observamos aumento na expressão 

do RNAm e concentrações detectáveis de IL-17 nos sobrenadantes de cultura 

analisados (figs. 33 e 35).  

 Finalmente observamos que apenas a estimulação com LPS promoveu 

aumento na expressão do RNAm para IL-23 (fig. 33). 
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Figura 33 – Expressão relativa do RNAm dos mediadores indicados por amostras 

de ateroma submetidas à estimulação em cultura. As amostras foram incubadas 

por 24 horas na presença ou ausência dos seguintes estímulos: 10 g/mL de LPS; 

10 g/mL de PHA; 50 ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 g/mL de anti-CD3 + 1 

g/mL de anti-CD28. * p<0,05.  Wilcoxon. 
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Figura 34 – Expressão relativa do RNAm para MMP9 em amostras de ateroma 

submetidas à estimulação em cultura. As amostras foram incubadas por 24 horas 

na presença ou ausência dos seguintes estímulos: 10 g/mL de LPS; 10 g/mL de 

PHA; 50 ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 g/mL de anti-CD3 + 1 g/mL de 

anti-CD28. * p<0,05.  Wilcoxon. 
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Figura 35 – Concentrações de citocinas em amostras de ateroma submetidas à 

estimulação em cultura. As amostras foram incubadas por 24 horas na presença 

ou ausência dos seguintes estímulos: 10 g/mL de LPS; 10 g/mL de PHA; 50 

ng/mL de IL-23; 5 ng/mL de IL-2 ou 1 g/mL de anti-CD3 + 1 g/mL de anti-CD28. 

* p<0,05.  Wilcoxon. 
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Várias evidências fundamentam a idéia que a aterosclerose resulta da 

inflamação crônica da íntima das artérias, causada por uma reação imunológica 

contra autoantígenos (50). Este processo é regulado por uma intrincada rede de 

citocinas e quimiocinas, que vem sendo exaustivamente estudadas nos últimos 

anos, com vistas a novas terapias para o controle da doença. 

A IL-17, citocina produzida por uma subpopulação de linfócitos denominada 

TH17, participa da ativação inicial do sistema imunológico e desempenha 

importante papel na interface entre a resposta inata e adaptativa. O fato da IL-17 

estar envolvida na patogênese de doenças inflamatórias de caráter crônico, como 

as doenças autoimunes e de induzir a produção de elevadas concentrações de IL-

1, TNF-TGF-, CCL2 e MMPs, mediadores amplamente encontrados na placa, 

a tornam um alvo interessante a ser investigado na aterosclerose.  

Nosso trabalho teve como objetivo principal estudar os componentes da 

resposta TH17 na aterosclerose. Inicialmente, avaliamos as concentrações 

plasmáticas desta citocina nos pacientes com estenose de carótida, submetidos à 

endarterectomia. Grande parte destes pacientes tinha em seu histórico AVC prévio 

e doença arterial periférica. A maioria também fazia uso de aspirina e estatina, 

medicamentos com comprovada ação anti-inflamatória. A dosagem plasmática 

revelou níveis indetectáveis de IL-17 em todas as amostras. 

Cheng e col (145) verificaram que pacientes com infarto agudo do 

miocárdio e pacientes com angina instável possuem um número maior de 

linfócitos TCD4+ produtores de IL-17 no sangue circulante, quando comparados 

com controles saudáveis. Na mesma linha, foi observado que mulheres obesas, 

que têm maior propensão ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares, 

apresentam concentrações séricas mais elevadas de IL-17, quando comparadas a 

mulheres não obesas (146). Entretanto, em concordância com nossos resultados, 

Patel e col (147) constataram não haver diferença entre as concentrações 

plasmáticas de IL-17 de pacientes com angina instável, infarto agudo do miocárdio 

e indivíduos controles. Neste trabalho os autores chamam a atenção para a baixa 

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

divergentes.  

A detecção sistêmica de mediadores relacionados à resposta inflamatória 

permitiu avanços substanciais na compreensão do processo aterosclerótico (148). 

Entretanto, a interpretação dos resultados sempre ficou limitada ao fato de 

alterações locais muitas vezes não terem repercussão sistêmica, devido ao 

comprometimento de pequenas áreas da vasculatura, à vida média curta de 

alguns mediadores, à presença de bloqueadores naturais e métodos laboratoriais 

de detecção inadequados ou pouco sensíveis. 

 A utilização de segmento de carótida de pacientes submetidos à 

endarterectomia para avaliar a doença aterosclerótica sistêmica é bastante 

comum (149). Pacientes com estenose de carótida são mais propensos a 

desenvolver doença aterosclerótica crônica em outros locais, comparados a 

população saudável. Além disso, lesões sintomáticas de carótidas apresentam 

características fenotípicas semelhantes às de placas de artéria coronária, como 

grande infiltrado de macrófagos e presença de um centro necrótico denso (150), o 

que valida sua utilização para estudar a patogênese da aterosclerose. Outro ponto 

a ser destacado é que a análise da placa permite avaliar localmente o infiltrado 

celular e os mediadores inflamatórios, além da associação entre eles.  

Na tentativa de verificar a resposta TH17 in situ, foram analisadas placas 

ateroscleróticas de pacientes submetidos à endarterectomia carotídea, 

classificados como sintomáticos (17%) e assintomáticos (83%), tendo por base 

critérios clínicos descritos na seção Casuística e Métodos. Não houve diferença 

entre os grupos (sintomáticos e assintomáticos) em relação a nenhum parâmetro 

analisado no trabalho (expressão de RNAm e proteína). Este resultado diverge da 

maior parte dos trabalhos da literatura, que descrevem maior produção de 

mediadores inflamatórios nas lesões de pacientes sintomáticos (150), 

provavelmente pelo predomínio de pacientes assintomáticos em nosso grupo de 

estudo.  

As amostras coletadas foram classificadas em instáveis ou estáveis, 

baseado nos achados histológicos como o número de macrófagos no infiltrado 
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celular, a presença de necrose, cristais de colesterol e calcificação. As amostras 

consideradas instáveis apresentaram infiltrado inflamatório exuberante constituído 

basicamente por macrófagos e células espumosas (identificados pela morfologia e 

pela marcação com anti-CD68) e grande quantidade de cristais de colesterol e 

necrose, que indicam lesão mais avançada. Em algumas placas notou-se a 

presença de células gigantes, formadas a partir da fusão do citoplasma de 

macrófagos ativados que geralmente circundam o antígeno presente no tecido. As 

células gigantes são comuns em granulomas e a sua presença na lesão indica um 

estado de inflamação crônica.  

A análise da expressão gênica revelou baixas concentrações relativas do 

RNAm para IL-17 em poucas amostras. Por outro lado observamos expressão 

elevada do RNAm de mediadores relacionados à resposta TH17 como o receptor 

para IL-17 (IL-17R), IL-23, IL-22, CCL20 (quimiocina envolvida no recrutamento de 

células TH17), dos receptores CCR4 e CCR6 (receptor da quimiocina CCL20), 

além do fator de transcrição RorC. Comparando-se às artérias controle, a 

expressão do RNAm para CCR4, RorC e IL-23p19 foi maior nas amostras de 

ateroma.  

 A IL-23 é uma citocina heterodimérica da família da IL-12, composta de 

duas subunidades, a p40 (compartilhada com a IL-12) e a p19 (131). Um ponto 

muito importante na biologia das células TH17 é a dependência da IL-23 para a 

sua sobrevivência nos tecidos podendo ser utilizada como evidência indireta da 

atividade dessas células (92). Esta citocina sinaliza via receptor específico, 

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

A análise imunoistoquímica não mostrou células positivas para IL-17 em 

nenhuma das amostras. Entretanto, a IL-23 foi detectada em células espumosas e 

macrófagos, principalmente nas lesões consideradas instáveis, o que pode ser 

considerado um indício da presença da resposta TH17. Pelo nosso conhecimento, 

este é o primeiro relato da detecção da proteína IL-23 em amostras de ateroma 

humano. 
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Linfócitos TH17+ e células IL-23+ foram detectados em lesões crônicas de 

pacientes com doença periodontal, condição fortemente associada ao 

desenvolvimento de doença aterosclerótica (151). Publicação recente descreveu a 

presença de uma população de linfócitos TCD4+ IL-17+ e IFN- em lesões 

ateroscleróticas de coronárias humanas (109). IL-17 A e F também foram 

detectadas em neutrófilos e mastócitos presentes na lesão (108). 

Os trabalhos que detectaram células IL-17+ em lesões ateroscleróticas 

mostraram sua localização nas camadas média e adventícia do vaso (108,152). 

Este é um ponto importante a ser salientado, pois devido a técnica cirúrgica 

empregada no procedimento de endarterectomia carotídea, as amostras 

analisadas em nosso estudo continham apenas a camada íntima. Poucas 

apresentavam resquícios da camada média, com pequeno número de células 

musculares lisas. Soma-se a isso o fato da maioria dos pacientes estar em uso de 

estatina (78%), que além da função de reduzir o colesterol sérico, também tem 

ação anti-inflamatória, comprovada pela indução da redução da expressão de 

moléculas de MHC de classe II em células apresentadoras de antígeno e da 

expressão de moléculas de adesão em linfócitos, como o LFA-1 (153). Fainberg e 

col (154) verificaram que o tratamento de CMSP com atorvastatina aumenta o 

número e a capacidade inibitória de células Treg. Outro dado interessante é a 

capacidade das estatinas em inibir a geração de linfócitos TH17. CMSP tratadas 

com simvastatina produzem níveis elevados de fatores supressores da secreção 

de citocinas (SOCS) 3 e 7, que modulam negativamente a produção de IL-6 e IL-

23, além de inibir  o fator de transcrição RorC, essencial para a polarização de 

linfócitos TH17 (155). Esses dados poderiam explicar a detecção de apenas uma 

pequena quantidade de IL-17 em nossas amostras, já que a maioria dos pacientes 

incluídos no estudo faziam uso de estatina. Em nosso trabalho, outros mediadores 

inflamatórios, como L-23, IL-1, TNF-e IL-6, foram detectados nas lesões 

avaliadas, a despeito do tratamento com estatina. Uma possível explicação para a 

ausência de IL-17 seria uma maior suscetibilidade desta citocina à ação da droga. 

Entretanto, como já foi observado os trabalhos que descreveram a presença de IL-

17 em lesões ateroscleróticas humanas (108,109,152) mostram sua localização 
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em células da camada adventícia e muscular, ausentes nas amostras analisadas 

em nosso estudo. A nosso ver, esta seria uma explicação mais plausível para a 

ausência da citocina IL-17 nas lesões. 

Quando as amostras de lesão foram submetidas à estimulação em cultura, 

notamos que nem as citocinas IL-2 ou IL-23 ou mitógeno (PHA) foram capazes de 

promover a produção de IL-17. Entretanto, a estimulação via TCR (anti-CD3 + 

anti-CD28) induziu a síntese de pequenas concentrações dessa citocina em 

sobrenadantes de cultura. Eid e col (109) obtiveram resultados similares após 

estimular fragmentos de lesões ateroscleróticas humanas em cultura, observando 

produção de IL-17 após estímulo via TCR por 24 horas, com pico após 72 horas. A 

ativação via TCR para produção de IL-17 in vitro sugere a necessidade de 

constante estimulação antigênica local para manutenção do processo inflamatório 

na placa. Adicionalmente, suspensões celulares obtidas a partir de fragmentos de 

placa mostraram aproximadamente 1% de células IL-17 positivas pelo método de 

citometria de fluxo. Esses resultados indicam a presença de raras células 

produtoras de IL-17 que necessitam da ativação via TCR e de moléculas 

coestimulatórias.    

A IL-1 é considerada uma potente citocina pró-inflamatória devido a sua 

capacidade de induzir outras citocinas, como a IL-6; a expressão de quimiocinas, 

como a CCL2 e a expressão de moléculas de adesão no endotélio, como o ICAM-

1 (156,157). A síntese, o processamento e a liberação da IL-1 são processos 

finamente controlados e podem ser dividido em duas etapas. A primeira refere-se 

ao acúmulo de pró-IL-1 em vesículas intracelulares, promovida pela ativação de 

receptores da imunidade inata (ex. TLR4). A segunda etapa envolve a ativação de 

NLRs que promove o recrutamento e ativação de caspases inflamatórias, como a 

caspase-1, culminando com a quebra da pró-IL-1 e a secreção da citocina na sua 

forma ativa de 17 kDa (158). A IL-1 apresenta um antagonista natural, 

denominado IL-1RA, com o qual compete pela ligação ao receptor e representa 

um mecanismo de controle da resposta inflamatória (156).  
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Em nosso estudo encontramos maior expressão do RNAm para IL-1 nas 

amostras de lesões em relação as amostras controle. Somado a isso, verificamos 

grande quantidade de macrófagos positivos para IL-1 principalmente nas lesões 

consideradas instáveis. Similarmente, Olofsson e col (159) detectaram IL-1 

(RNAm e proteína) em lesões ateroscleróticas humanas, e mostraram que a 

presença do polimorfismo de 86 pares de bases no intron 2 do IL-1R, foi 

associado a um menor desenvolvimento de lesões ateroscleróticas coronarianas. 

Na mesma linha, trabalhos experimentais mostraram que camundongos ApoE-/-IL-

1-/- apresentam lesões reduzidas, quando comparadas às desenvolvidas pelo 

grupo controle (160) e também que animais ApoE-/- IL1RA-/- exibem lesões 

ateroscleróticas maiores (161). 

Assim como para a IL-1, verificamos maior expressão do RNAm para TNF-

 nas amostras de lesões em relação as amostras controle. O TNF- é uma 

citocina pleiotrópica com potente atividade inflamatória, produzida 

preferencialmente por monócitos e macrófagos (162). O TNF- estimula células 

endoteliais a expressar moléculas de adesão, como o ICAM-1 e VCAM-1; 

promove aumento da produção de quimiocinas como a CCL2 e o aumento da 

expressão de receptores do tipo scavenger em macrófagos, como o SRA (163). 

Para exercer sua atividade biológica, o TNF- liga-se ao seu receptor formado por 

duas cadeias, denominadas p55 (TNF-R1) e p75 (TNF-R2) (164,165). O papel do 

TNF- na aterosclerose ainda não está bem esclarecido pois trabalhos 

experimentais apresentam resultados conflitantes. Camundongos ApoE-/- ou LDLr-

/- deficientes em TNF-, ou no receptor p55 podem apresentar tanto diminuição 

como aumento da lesão (163,166). Trabalhos em humanos mostram a presença 

do TNF- em macrófagos, células musculares lisas e endotélio de lesões 

ateroscleróticas humanas (167). Além disso, concentrações séricas maiores dessa 

citocina foram encontradas em pacientes com doença arterial coronariana, quando 

comparado ao grupo controle (168).  

Trabalhos iniciais em modelos experimentais murinos mostraram que a 

diferenciação das células TH17 é dependente de IL-6, TGF-, e IL-21 (88-90,96). 
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Entretanto, em humanos, as condições ótimas de polarização de linfócitos T naive 

para o subtipo TH17 foram alvos de muita controvérsia. Alguns pesquisadores 

relataram a ação conjunta das citocinas IL-23, IL-1 e IL-6 e do papel inibidor do 

TGF- (99,169). No entanto, recentemente Manel e col (170) demonstraram que o 

TGF- possui papel central na diferenciação das células TH17 em associação com 

a IL-6, IL-23 e IL-1. Os autores atribuem a divergência dos resultados à utilização 

de diferentes fontes de linfócitos T naive, sendo que os primeiros trabalhos 

empregaram linfócitos T CD4+ CD45RA+ provenientes de sangue periférico. 

Alegam que, dependendo do modo de purificação, a preparação pode conter 

contaminantes, como linfócitos de memória, que já tiveram contato com o TGF-

Outro ponto levantado é a utilização de meio de cultura suplementado com soro 

humano ou bovino, que poderia conter TGF- capaz de promover a geração de 

linfócitos T regulatórios, com impacto negativo sobre a polarização das células 

TH17. Esses dados permitem inferir que a concentração de TGF- é crítica para a 

polarização de células TH17 e que, em excesso é inibitório, mas em concentrações 

moderadas é essencial. 

A pesquisa do RNAm para IL-6 mostrou sua presença em todas as 

amostras analisadas, inclusive nos controles. Por outro lado, a estimulação em 

cultura dos fragmentos de ateroma mostrou que o estímulo com LPS 

(reconhecimento via TLR4) promoveu maior produção do RNAm para IL-1 e IL-6 

quando comparado aos outros estímulos utilizados. A IL-6 pode ser produzida por 

diversos tipos celulares incluindo macrófagos ativados, células endoteliais e tecido 

adiposo (171) e a sua produção é induzida pela IL-1(162). A IL-6 induz a síntese 

de quimiocinas, como a CCL2 por macrófagos, a expressão de ICAM-1 em células 

endoteliais; a proliferação de células musculares lisas e induz a produção de 

proteínas de fase aguda no fígado, como a PCR (148,171,172). Na aterosclerose, 

trabalhos clínicos e epidemiológicos investigaram o valor preditivo da dosagem de 

IL-6 plasmática e mostraram que pacientes com angina instável e concentrações 

elevadas de IL-6 apresentam maior mortalidade e morbidade (173). Além disso, 

camundongos ApoE-/- que receberam IL-6 recombinante exibem  lesões mais 
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desenvolvidas (172). Diferentemente, alguns trabalhos têm mostrado que a falta 

de IL-6 em camundongos ApoE-/- ou LDLr-/- promove aumento das lesões 

ateroscleróticas (174,175). Estes achados podem ser atribuídos ao papel bifásico 

da IL-6, que pode atuar tanto como mediador inflamatório ou anti-inflamatório 

(176-178).  

Outra citocina pró-inflamatória com relevante papel na aterosclerose é a IL-

18, membro da família da IL-1, inicialmente identificada como fator de indução de 

IFN- (179). É produzida por macrófagos, osteoblastos, condrócitos, queratinócitos 

e células musculares lisas (66,179-182). Citocinas pró-inflamatórias como IL-1, 

IL-6 e TNF- e a ativação de receptores da imunidade inata, como os TLRs, 

induzem a produção do precursor de 24kD da IL-18 (183), enquanto que a síntese 

da citocina ativa segue os mesmos passos da IL-1, com ativação de NLRs, 

produção de caspase-1 com clivagem do precursor na forma madura de 18 kD. A 

IL-18 pode induzir a produção de IFN- em linfócitos, incrementada pelo 

sinergismo com a IL-12 (184). A IL-18 também promove a liberação de diversos 

mediadores da resposta inflamatória, como as citocinas IL-1, IL-6 e TNF- as 

quimiocinas CXCL8 e CCL2 e moléculas de adesão como ICAM-1 (185,186). 

Gerdes et al (66) mostraram a expressão da IL-18 e IL-18R em células endoteliais, 

células musculares lisas e macrófagos de lesões ateroscleróticas humanas, bem 

como a expressão de caspase-1. A determinação de concentrações séricas de IL-

18 mostrou ter valor preditivo em pacientes com doença coronariana (187). Não 

somente foi demonstrado que camundongos ApoE-/- transfectado por via intra-

muscular com plasmídeos que codificam a proteína ligante de IL-18 (IL-18BP), 

desenvolveram lesões mais reduzidas, com o inverso ocorrendo após a 

administração intraperitoneal de IL-18 recombinante (142,188).  

Em nosso trabalho a análise imunoistoquímica permitiu detectar grande 

quantidade de macrófagos positivos para a IL-18, principalmente nas lesões 

consideradas instáveis. Um dado interessante foi a presença de um número 

elevado de macrófagos positivos para IL-18 em íntima associação com cristais de 

colesterol (fig. 27). Recentemente foi demonstrado que cristais de colesterol 
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presentes nas lesões são reconhecidos por macrófagos, promovendo a ativação 

de NLRs  e levando a produção de IL-1 e IL-18 (39).  

Uma característica importante no processo inflamatório presente na 

aterosclerose é o contínuo recrutamento de células da circulação para a lesão, 

dependente de proteínas com função quimiotática, como a CCL2 (26) e da 

presença de moléculas de adesão no endotélio, como a ICAM-1 e o VCAM-1 (21). 

Lesões ateroscleróticas apresentam grande expressão de ICAM-1, VCAM-1, 

selectina E e selectina P em regiões da capa fibrosa com grande densidade de 

macrófagos e linfócitos T (189,190). Além disso, placas sintomáticas apresentam 

alta expressão de ICAM-1 em regiões de estenose (191). O papel da ICAM-1 foi 

claramente demonstrado em trabalhos experimentais utilizando camundongos 

duplo knockout para ApoE e ICAM-1, nos quais ocorre uma diminuição parcial no 

desenvolvimento das lesões com menor infiltração de monócitos (192).  

Em consonância com estes dados da literatura, nossos resultados 

mostraram que a marcação para ICAM-1 nas amostras classificadas como 

estáveis foi moderada. No entanto, em amostras instáveis foi detectada grande 

quantidade dessa molécula de adesão circundando principalmente as células 

gigantes e espumosas, confirmando sua importância no recrutamento de 

monócitos.  

Além dos mediadores inflamatórios clássicos, a detecção de linfócitos 

TCD4+ produtores de IFN- em placas ateroscleróticas confirma o papel da 

resposta imune adaptativa do tipo TH1 na doença. Linfócitos TH1 induzem ativação 

celular, aumento da expressão de moléculas de adesão, da secreção de citocinas 

e quimiocinas por macrófagos e células endoteliais (75). A presença de IFN- está 

associada a mecanismos de ruptura da lesão aterosclerótica por promover 

liberação de metaloproteinases por macrófagos e causar apoptose de células 

musculares lisas (8). Por outro lado, a deficiência do receptor para o IFN- ou do 

fator de transcrição T-bet promove diminuição no tamanho das lesões em 

camundongos (69,70).  Em concordância com estes achados, em trabalho 

anterior, verificamos elevada expressão de IFN- (RNAm e proteína) em CMSP de 

pacientes com doença arterial coronariana (38).   
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No presente trabalho, as análises da expressão gênica mostraram a 

presença de RNAm para IFN-, IL-2, IL-12p35 e para o fator de transcrição T-bet. 

Ao comparar os resultados obtidos com as amostras controle notamos que o 

ateroma apresentava maior expressão do RNAm para IFN-. Adicionalmente, foi 

possível detectar um pequeno número de células IFN- positivas nas lesões, pelo 

método de citometria de fluxo.  

Os linfócitos do subtipo TH2, caracterizados pela secreção de IL-4, IL-5 e IL-

13 (58), e apresentando o GATA-3 como principal fator de transcrição (62,63), 

também já foram detectados em lesões ateroscleróticas (81). Entretanto seu papel 

na doença ainda não está bem esclarecido. Camundongos ApoE-/- IL-4-/- 

apresentam lesões menores quando comparados ao grupo controle (81). 

Entretanto animais LDLr-/- irradiados para os quais foram transferidas células IL-5-/- 

apresentaram aumento no desenvolvimento das lesões (193). Nossos resultados 

mostraram maior expressão do RNAm de GATA-3 em placas ateroscleróticas, 

comparado a artérias controle.  

Os resultados contraditórios reforçam a noção de que não apenas as 

respostas TH1 e TH2, uma regulando a outra, estão atuando na aterosclerose. Um 

terceiro componente, a resposta TH17, poderia participar do controle recíproco da 

resposta TH1 e TH2.  

Mais recentemente, trabalhos com modelos experimentais mostraram que 

camundongos ApoE-/- nos quais a IL-17 foi inibida apresentaram diminuição na 

formação das lesões, menor concentração circulante de IL-6 e expressão de 

CXCL1 em macrófagos (106). Além disso, camundongos LDLR-/- irradiados, que 

receberam células de animais IL-17R-/- apresentam redução no tamanho de lesões 

ateroscleróticas com aumento do número de macrófagos e da produção de IL-10 

(107). Por outro lado, em camundongos duplamente knockout, (ApoE-/- e IL-18-/-) a 

ausência  da resposta TH1/IL-12/IL-18 leva a um aumento no desenvolvimento da 

doença aterosclerótica, mediada por uma via alternativa, o eixo TH17/IL-17 (194), 

mostrando o controle da resposta TH1  sobre a resposta TH17. Entretanto, 

contradizendo os trabalhos anteriores, Taleb e col (152) mostraram que a 

administração de IL-17 a camundongos  LDLr-/- promove diminuição das lesões 
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com menor infiltrado de células CD3+ e diminuição da expressão de VCAM-1. A 

falta de consenso reflete a existência de uma relação mais complexa entre 

populações celulares efetoras no controle da aterosclerose.  

De qualquer forma, nossos resultados indicam, embora indiretamente 

(expressão elevada do RNAm para IL-23, IL17R e RorC) e da proteína IL-23, que 

o eixo TH17/IL-17 pode estar envolvido no processo aterosclerótico. Outra 

explicação para a ausência de IL-17 (RNAm e proteína) poderia ser o 

recrutamento de células TH17 para a lesão em um momento anterior ao da 

retirada da placa aterosclerótica. De fato, a expressão do RNAm para FOXP3, IL-

10 e TGF- e da proteína TGF- e IL-10 em todas as amostras analisadas sugere 

a presença de linfócitos com caráter regulatório, que poderiam estar atuando em 

uma fase mais tardia no controle do processo inflamatório. Diversos trabalhos 

mostraram o papel células Treg na estabilização das lesões induzindo a 

diminuição local da quantidade de células e citocinas inflamatórias 

(112,114,195,196).  

Apesar do foco principal de nosso trabalho ter sido investigar a resposta 

TH17 em lesões de ateroma humano, os resultados permitem inferir a presença de 

outros subtipos de linfócitos TCD4+. A presença de RNAm para IL-27R e EBI3 

(uma das subunidades que compõem a IL-27) nas amostras avaliadas e em 

concentração maior do que nas amostras controle, sugere a participação da IL-27 

no processo. A IL-27 induz a diferenciação de linfócitos TCD4+ em células Tr1 

produtoras de IL-10 (137) e estas células poderiam atuar no controle da resposta 

inflamatória na placa, conforme sugerido por Mallat et al (138). Estes autores 

mostraram que a transferência adotiva de linfócitos Tr1 para camundongos ApoE-/- 

promoveu diminuição da resposta TH1, com menor produção de IFN- e do 

desenvolvimento de lesões.  

Finalmente, os dados de expressão gênica também mostraram grande 

expressão relativa do RNAm para moléculas citotóxicas (perforina, granzima A, 

granzima B e granulisina) em amostras de ateroma. Comprovando estes 

resultados também observamos grande quantidade de macrófagos positivos para 
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granzima B e perforina nos infiltrados celulares presentes nas lesões e um 

pequeno número de células positivas para granulisina.  

A produção de moléculas citotóxicas é geralmente associada a linfócitos 

TCD8+ ou células NK (197), e à resposta imunológica inata e adaptativa a tumores 

e infecções virais. Entretanto, trabalhos recentes mostraram a presença de 

macrófagos positivos para granzima B em lesão aterosclerótica (198) e em células 

da linhagem THP-1 (199), estimuladas com componentes de matriz extracelular, 

sugerindo um papel para esta molécula no remodelamento da matriz extracelular 

pela degradação de vitronectina, fibronectina e laminina (143).  

Em resumo, nossos resultados mostraram a expressão de componentes da 

resposta TH17, em associação com elementos da resposta TH1, TH2 e Treg em 

lesões ateroscleróticas humanas. Trabalhos estão em andamento em nosso 

laboratório para melhor identificar os mecanismos de interação, balanço e 

potencial de colaboração entre essas populações no controle da aterosclerose. 
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A pesquisa da IL-17 em lesões ateroscleróticas humanas, provenientes de 

pacientes submetidos à endarterectomia carotídea, mostrou expressão rara do 

RNAm para IL-17 e nenhuma célula IL-17+ na avaliação pelo método de 

imunoistoquímica. Entretanto, após estimulação em cultura foi possível observar a 

produção de IL-17 e a presença de células IL-17+, embora em pequeno número. 

Por outro lado observamos a expressão de grande quantidade do receptor para IL-

17 (IL-17r), além da IL-23 e IL-22, de CCL20 (quimiocina envolvida no 

recrutamento de células TH17), e de CCR4 e CCR6 (receptores da quimiocina 

CCL20) além do fator de transcrição RorC. Outro dado interessante foi a intensa 

marcação para as citocinas IL-23 e IL-1 em amostras de ateroma que 

apresentavam intenso infiltrado de macrófagos e classificadas como instáveis. 

Esses dados sugerem de forma indireta que a resposta TH17 pode participar da 

patogênese da aterosclerose. 

 A análise das amostras coletadas mostrou a presença de componentes da 

resposta TH1 (IFN-, IL-12p35, IL-18, T-bet); TH2 (GATA-3) e Treg (IL-10, TGF- e 

FOXP3). Esses achados indicam que várias populações de células T CD4+ 

efetoras co-existem na lesão aterosclerótica e que a interação entre elas deve ser 

importante na patogênese da doença. 

 A resposta anti-inflamatória foi analisada e encontramos expressão 

aumentada do RNAm para IL-10, FOXP3 e EBI3 em lesões de ateroma quando 

comparado ao grupo controle. Macrófagos positivos para IL-10 e TGF-também 

foram detectados nas lesões, além da expressão do RNAm para IL-27R. Esses 

dados mostram a presença de resposta regulatória que atua no controle da 

resposta inflamatória local.  

 A análise imunoistoquímica também mostrou macrófagos positivos para 

moléculas citotóxicas, como a perforina, granzima B e em menor quantidade, 

granulisina, em concordância com os achados de expressão gênica. Estas 

moléculas, ainda pouco explorados no contexto da aterogênese, poderiam 

participar dos processos de degradação de matriz extracelular, o que pode 

contribuir para mecanismos de ruptura de lesões instáveis.  
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As citocinas IL-17 e IL-23 não foram detectadas no plasma de pacientes 

com estenose de carótida submetidos à endarterectomia, nem tampouco em 

lesados medulares.  No entanto, em alguns pacientes com doença arterial 

coronariana e diabetes mellitus, condição associada à intensa resposta 

inflamatória, a IL-17 foi detectada no plasma, sugerindo mais uma vez a sua 

participação no processo inflamatório que caracteriza a aterosclerose.    

 

Em conjunto os resultados obtidos indicam que a resposta inflamatória 

presente no ateroma conta com a participação de diferentes grupos de células T 

CD4 efetoras. A detecção de componentes da resposta TH17, embora ainda pouco 

estudados no contexto da aterosclerose, sugerem a sua participação na 

patogênese da doença. Novas pesquisas são necessárias para a compreensão 

dos mecanismos de interação, balanço e potencial de colaboração entre essas 

populações no controle da aterosclerose. 
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