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A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatdria caracterizada por uma intensa atividade
imunoldgica que culmina na formacdo de lesdes nos vasos sanguineos. As sindromes
coronarianas agudas (SCA) representam graves complicacdes da aterosclerose. Pacientes
com SCA podem ser diferenciados de individuos saudéveis pela frequéncia aumentada de
células T CD4*CD28™" no sangue periférico. Tais células tém sido relacionadas a
processos inflamatdrios cronicos, como os que ocorrem em individuos portadores de fatores
de risco classicos para a doenga aterosclerética. O objetivo do presente estudo foi avaliar as
possiveis diferencas quanto ao nimero e as caracteristicas das células T CD4*CD28™"
presentes no sangue periférico de pacientes com doenca coronariana e individuos saudaveis
com ou sem fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose. Para tanto, células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de controles (C), individuos portadores de
fatores de risco (FR), pacientes com angina estdvel (AE) e pacientes com sindromes
coronarianas agudas (SCA) foram diretamente submetidas a citometria de fluxo (ex vivo)
para quantificacdo de células CD4*CD28™" e deteccao de perforina, granzimas A e B,
granulisina, CD161, CCRS, CCR7, CXCR3, IFN-y e TNF-a. As células foram cultivadas
na presenca de anti-CD3 e ionéforo de célcio por 6hs com posterior andlise da expressdo de
citocinas inflamatoérias e também com LPS por 48hs, seguida da avaliacdao da expressao de
moléculas citotoxicas e receptores de homing frente a estimulo inflamatério. A
concentracdo plasmdtica da proteina C reativa (PCR) também foi determinada. Nossos
resultados mostraram que a porcentagem de células CD4*CD28™" em relacdo aos linfécitos
totais do sangue periférico foi similar em todos os grupos. A andlise ex vivo mostrou que a
populacdo de células CD4*CD28™" apresenta maior expressdo de granulos citotoxicos
(granzimas A e B, perforina e granulisina) e dos receptores de homing CCRS e CD161
quando comparadas a populacio de células CD4'CD28", enquanto que a expressido do
CCR7 e do CXCR3 ¢é menor. A frequéncia de células IFN-y" foi maior na populacio
CD4*CD28™". Tal padrio se repetiu em todos os grupos, com praticamente todos os
parametros se comportando dessa maneira. Entretanto, quando comparamos as células
CD4*CD28™" dos diferentes grupos, verificamos que a perforina e as granzimas A e¢ B
foram mais frequentes nas células de individuos com fatores de risco e pacientes com SCA.
Com relac@o as moléculas de homing e ao IFN-y, houve maior positividade para CCR7 nas

células CD4*CD28™" de controles e pacientes AE, enquanto o IFN-y foi mais frequente nas
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células dos pacientes AE. A estimulagdo das CMSP com anti-CD3 e ionéforo de célcio
mostrou que as células CD4*CD28™" dos grupos FR e SCA t€ém maior capacidade
inflamatéria quando comparadas as células de controles e de pacientes AE, o que foi
evidenciado por um maior aumento na positividade para o TNF-a. Apds estimulacdo das
CMSP com LPS, a populacio CD4*CD28™" apresentou diminui¢do da expressio dos
granulos citotéxicos analisados, o que ocorreu em todos os grupos. Com relacdo as
moléculas de homing, a estimulagdo com LPS causou uma diminui¢ido da frequéncia de
CD4*CD28™" positivas para CCR5 em todos os grupos, enquanto houve aumento da
positividade para o CXCR3 nas células do grupo AE. Os pacientes SCA apresentaram as
maiores concentracoes plasmdticas de PCR, seguido pelos individuos do grupo FR e
finalmente pelos controles e pacientes AE. Coletivamente, nossos resultados mostraram que
os fatores de risco para aterosclerose causam alteragdes fenotipicas na populagdo
CD4+CD28“““, tornando-a mais citotéxica e inflamatoéria, o que poderia estar associado
com a inflamacdo subclinica observada nessas condi¢des. Além disso, os dados sugerem
que as células CD4*CD28™" degranulam e alteram a expressdo de receptores de homing
quando estdo em ambiente inflamatério, como ocorre na placa aterosclerdtica e/ou na

vigéncia de infec¢des microbianas.
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Atherosclerosis is an inflammatory disease characterized by an intense
immunological activity, resulting in vascular lesions. The acute coronary syndromes (ACS)
are one of the complications of atherosclerotic disease. Patents with SCA can be
differentiated from healthy individuals by an increased frequency of CD4*CD28™" T cells
in peripheral blood. These cells have been associated with chronic inflammatory processes,
which occur in individuals with risk factors for coronary artery disease. This study aimed to
evaluate the possible differences regarding the number and characteristics of peripheral
blood CD4*CD28™" cells from patients with coronary artery disease and healthy
individuals with and without risk factors for atherosclerosis. In order to achieve this goal,
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy controls (C), individuals with
risk factors (RF), patients with stable angina (SA) and patients with acute coronary
syndromes (ACS) were analyzed by flow cytometry (ex vivo) to quantify CD4*CD28™"
cells and to detect the expression of perforin, granzymes A and B, granulysin, CD161,
CCRS, CCR7, CXCR3, IFN-y and TNF-a. Cells were cultured with anti-CD3 and calcium
1onophore for 6 h and analyzed regarding inflammatory cytokine expression. The cells were
also cultured with LPS for 48h to evaluate expression of cytotoxic molecules and homing
receptors in response to inflammatory stimulus. The plasmatic concentrations of C reactive
protein (CRP) were also measured. Our results showed that the percentage of CD4*CD28™"
cells in relation to total lymphocytes in peripheral blood was similar in all groups.
Regarding the CD4*CD28™! population phenotype, it was observed an increased
expression of cytotoxic molecules (granzymes A and B, perforin and granulysin) and
homing receptors CCR5 and CD161 compared to CD4"CD28" population. In contrast,
expression of CCR7 and CXCR3 was decreased in CD4*CD28™" population. IFN-y
frequency was also increased in CD4*CD28™" cells. This pattern was found in all groups,
in relation to almost all analyzed parameters. Nevertheless, when CD4*CD28™" cells from
the different groups were compared, it was observed that the positivity for perforin and
granzymes A and B were increased in cells from individuals with risk factors and ACS
patients. On the other hand, granulysin was more frequent in CD4*CD28™" cells from SA
patients and controls. Moreover, the positivity for CCR7 was increased in CD4*CD28™"
cells from control and SA patients while IFN-y was more frequent in cells from SA

patients. PBMC stimulation with a anti-CD3 and calcium ionophore for 6h showed that
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CD4*CD28™" cells from RF and ACS groups have an increased inflammatory capacity
when compared to cells from control subjects and AE patients, which is evidenced by a
bigger increase in positivity for TNF-a. After PBMC stimulation with LPS for 48hs,
CD4*CD28™" population had a decrease in cytotoxic molecules expression, fact that
occurred in all groups. Regarding the homing molecules, LPS stimulation caused a huge
decrease of CCRS frequency in CD4*CD28™" cells from all groups while there was a
significant increase of positivity for CXCR3 in the cells from SA patients. The highest CRP
plasmatic concentrations were found in ACS patients, followed by subjects from RF group.
The lowest levels were found in controls and SA patients. Taking together, our results show
that risk factors for atherosclerosis lead to phenotypic alterations in CD4*CD28™"
population, which became more cytotoxic and inflammatory. Such alterations may be
associated with the low-grade inflammation found in patients with hypertension, diabetes,
dyslipidemia and smocking. Beyond that, our data suggests that CD4*CD28™" cells
degranulate and modify homing receptor patterns when they are in an inflammatory

environment, which takes place in atherosclerotic lesions and/or infections.
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As doengas cardiovasculares lideram o ranking de causas de morte em paises
desenvolvidos e logo constituirdo o problema de saide mais importante no mundo todo (1).
Projecdes da Organizacdo Mundial da Sadde para 2020 alertam para o rdpido crescimento
das doengas cardiovasculares, com o aumento do nimero de casos em paises do leste
europeu € em nagdes em desenvolvimento (2). No Brasil, as doencas cardiovasculares sao
responsaveis por 27% dos casos de Obitos (3) e seu tratamento causa grande impacto
economico (4).

A aterosclerose constitui o principal fator responsavel pelo aumento das patologias
cardiovasculares (5). Trata-se de uma doenca inflamatéria caracterizada por uma intensa
atividade imunoldgica, envolvendo a formagdo de lesdes conhecidas como placas
aterosclerdticas ou ateromas nas artérias (6). Inicialmente, tais lesdes sd@o constituidas por
células, elementos do tecido conjuntivo, lipideos e detritos celulares localizados na intima
dos vasos (7). Com o passar do tempo, os ateromas se desenvolvem e ganham novas
caracteristicas (0).

O primeiro evento para o desenvolvimento do ateroma € o depdsito de particulas de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na intima das artérias (8), onde se associam com 0s
proteoglicanos da matriz extracelular. Esse pool de LDL é modificado por enzimas e
radicais de oxigénio, formando moléculas como a LDL oxidada (oxLDL) (9). Constituintes
de lipoproteinas modificadas, como a oxLDL, induzem a transcri¢ao do gene que codifica a
molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1), a qual possibilita a adesdo de leucdcitos
mononucleares ao endotélio nos locais de formacdo dos ateromas. Além disso, quimiocinas
expressas nesses locais, como a proteina quimiotdtica para macroéfagos (MCP-1), a
interleucina 8 (IL-8) e um trio de quimiocinas CXC induzida pelo interferon gama (IFN-y),

guiam e induzem a migracdo de fagdécitos mononucleares e linfocitos para o ateroma
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nascente (5). Uma vez dentro da intima, os mondcitos se diferenciam em macréfagos em
resposta ao fator estimulador da formacdo de colonias de macréfagos (M-CSF) (10) e
expressam uma variedade de receptores de reconhecimento de padrao (PRRs), incluindo os
receptores scavenger, como o LOX-1 (lectin-type oxidized low-density lipoprotein receptor
1) e o SR-A (scavenger receptor A), além de receptores do tipo toll (TLRs). Os receptores
scavenger favorecem a internalizacdo das particulas de oxLDL, o que leva a um actimulo
intracelular de colesterol e a formagdo das células espumosas (foam cells) (11). Essas
células sdo as predominantes nas placas nascentes (chamadas de estrias gordurosas), as
quais também possuem um pequeno nimero de células T (6). As estrias gordurosas sdao
prevalentes em pessoas jovens, ndo causam sintomas e podem progredir para a formacao de
um ateroma ou eventualmente desaparecer (7).

A ligacdo de TLRs a lipopolissacarideo (LPS), proteina de choque térmico 60 (HSP-
60), oxLDL e outras moléculas presentes na intima das artérias leva a produgdo de citocinas
inflamatérias pelos macréfagos. Além disso, a internalizacao de tais moléculas por células
apresentadoras de antigeno (APCs) leva a apresentacdo de fragmentos para as células T no
contexto de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe 1,
culminando na ativagdo desses linfécitos (6). Para que o linfécito T seja ativado no local da
lesdo € necessaria a ligacdo de moléculas que promovem o segundo sinal da resposta
imunolégica, como o CD80 e o CD86 na APC e o CD28 no linfécito (12). Uma vez
ativadas, as células T ddo origem a uma resposta Thl, com a producdo de citocinas
inflamatérias, como IFN-y e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Esses mediadores
inflamatérios induzem a ativacdo de macréfagos, producdo de proteases e outros

mediadores pré-inflamatorios, ativacdo de células endoteliais, maior expressdo de
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moléculas de adesdo e propensdo para a formagdo de trombos, culminando na formagdo da
placa madura (6).

A principal caracteristica das lesdes ateroscleréticas avangadas € a presenca de uma
regido central, formada por células espumosas e goticulas de lipidios, a qual é coberta por
uma capa de células musculares lisas embebidas em uma matriz rica em coldgeno (7). As
células T e os macréfagos se acumulam nas bordas da placa e na interface entre a regidao
central e a capa. A regido da borda constitui o ponto de menor resisténcia da lesdao (13) e,
portanto, onde o risco de ruptura da placa € maior (7).

As sindromes coronarianas agudas (SCA), incluindo a angina instavel (Al),
representam complicacdes agudas da aterosclerose (13). Elas s@o causadas pela erosdo ou
ruptura da placa aterosclerética, o que d4 origem a trombose (14), que pode ocluir a artéria
no sitio da ruptura e levar ao infarto do miocardio (6). A ruptura do ateroma tem multiplas
causas, mas a presenca de inflamacdo € um dos fatores determinantes mais importantes da
vulnerabilidade dessas lesdes (15). Certas citocinas inflamatérias, como o IFN-y, inibem a
proliferacdo das células musculares lisas da intima (16) e a producdo de coldgeno (17).
Além disso, os mediadores inflamatérios, como o TNF-a e a interleucina 1-beta (IL-18),
também aumentam a expressdao de metaloproteinases nos fagdécitos mononucleares, células
endoteliais e células musculares lisas (18). O resultado desse processo, ou seja, a
degradacdo da matriz de coldgeno da capa deixa essa estrutura fridvel e susceptivel ao
rompimento, quando exposta a estresses hemodinamicos (5).

Pacientes com SCA podem ser diferenciados de individuos sauddveis de mesma
idade ou de pacientes com angina estavel pela frequéncia aumentada de células T CD4" que
foram expandidas de forma oligoclonal no sangue periférico e perderam a expressdo da

molécula coestimulatéria CD28 (13). A habilidade dessas células T CD4*CD28™" em
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produzir grandes quantidades de IFN-y e TNF-q, aliada ao fato de que elas podem ser
isoladas de ateromas rompidos, indica que, juntamente com outros mecanismos pro-
inflamatérios, podem ter um papel nos eventos que culminam com a desestabilizacdo da
placa e a ocorréncia de SCA (19).

Embora a molécula CD28 seja constitutivamente expressa na superficie de células T
humanas, sua expressao pode ser inibida, causando um aumento na porcentagem de células
T CD4*CD28™". Tal fato é comum durante o processo de envelhecimento e em pacientes
com doencas inflamatdrias cronicas, como artrite reumatdide e esclerose multipla (20).
Estudos sobre o mecanismo de bloqueio da expressao de CD28 revelaram que tal inibi¢dao
se da por dois mecanismos diferentes. No caso das doencas inflamatdrias cronicas, nas
quais hé estimulagdo antigénica persistente, hd uma diminui¢do da expressao de ambos 0s
motifs de ligacdo de proteinas nucleares o e B na regido promotora do gene da molécula
CD28, enquanto no envelhecimento apenas o motif de ligacdo f do promotor estd inibido.
De qualquer maneira, em ambos os casos, o gene do CD28 ndo é transcrito (21). E
importante destacar que a presenca de TNF-o modula a expressdao de CD28, provocando a
inibicdo de sua transcricdo (22). Em concordincia com tal estudo, Rizzello et al. (23)
verificaram uma diminuicio do nimero de células T CD4*CD28™" em pacientes com
angina instdvel submetidos ao tratamento com anticorpo anti-TNF-a.

Pesquisas sobre as caracteristicas funcionais das células T CD4*CD28™" revelaram
que esse tipo incomum de célula T possui caracteristicas especiais quando comparadas com
as células T CD4"CD28", como longevidade e expansdo clonal in vivo (24). A longevidade
estd associada com defeitos nas vias de apoptose, com a manutencdo de altas taxas da
proteina FLIP apds a ativacdo (25) e de alta expressdo de bcl-2 independentemente de

estimulo via citocinas (26). Além disso, as células T CD4*CD28™" possuem expressao
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constitutiva das duas subunidades do receptor da interleucina 12 (IL-12) e respondem a
essa citocina mesmo sem ativagdo via receptor do linfécito T (TCR), passando a expressar
CD161 e CCRS, o que permite a migracdo para os sitios de inflamacdo, onde produzem
grandes quantidades de IFN-y (15). Além do mais, as células CD4*CD28™" sdo refratarias
aos efeitos das células T supressoras (27). Diante disso, verifica-se a existéncia de uma
correlacdo entre a gravidade de varias doencas e a frequéncia de células T CD28™"". Na

artrite reumatéide, a frequéncia de células T cp28™!

€ associada com manifestacdes extra-
articulares, particularmente, alteragdes vasculares. Pacientes com artrite reumatdide e
expansido persistente de células T CD4*CD28™" mostram sinais de dano vascular
aterosclerdtico, indicando que essas células podem ter um papel na patogenia dos
problemas cardiovasculares que afetam tais pacientes (28).

Além de contribuir para a inflamagio com a producdo de IFN- v, as células T CD4"
CD28™" expressam perforina e granzima B, podendo ter acdo citotoxica (24). Outra
molécula com atividade citotéxica presente nos linfécitos T CD8+ e nas células natural
killer (NK) denominada granulisina ainda ndo foi descrita nas células T CD4*CD28™" (29).
A acgdo citotoxica das células T CD4*CD28™" pode ser dependente ou ndo da ligacdo de
antigeno via TCR. Isso ocorre porque as células T CD4*CD28™" expressam receptores
KIR (killer immunoglobulin-like) estimulatérios, os quais podem ter atividade
estimulatdria, aumentando a capacidade de sintese de IFN-y dessas células, ou atividade
citotéxica sem a necessidade de ligacdo de antigeno ao TCR. O efeito da ligacdo dos
receptores KIR estimulatérios aos seus respectivos ligantes depende da molécula
adaptadora a eles acoplada (30).

As células T CD4*CD28™" de pacientes com SCA exibem atividade citéxica

independentemente da ligacdo de antigenos ao TCR (14), o que ndo ocorre em pacientes
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com artrite reumatdide. Tal fato pode ser explicado porque, apesar de ambas as células
possuirem o KIR estimulatério KIR2DS2, aquelas provenientes de pacientes com artrite
reumatéide ndo expressam a proteina adaptadora DAP 12 (13). Células T CD4" CD28™!
DAPI12 ativam apenas a cascata de sinalizacdo JNK, via um adaptador ainda desconhecido,
tendo efeito coestimulatério e aumentando a producdo de IFN-y. Ji células T CD4"
CD28™"' DAP12* podem ativar a via ERK e a via JNK ao mesmo tempo. A ativacio da via
ERK faz com que essas células tenham a capacidade citotoxica ap6s a ligacdo do KIR2SD2
ao seu ligante, ndo sendo necessaria a participacio do TCR (30). E importante destacar que
as células T CD4*CD28™" podem adquirir a capacidade citotéxica por outros mecanismos,
como via TRAIL (31) e TLR 4 (32).

Enquanto a frequéncia de células CD4*CD28™" compreende de 0,1 a 2,5% das
células T CD4" do sangue periférico de individuos normais (33), este nlimero se encontra
elevado em pacientes com diferentes tipos de enfermidades autoimunes (34). Sun e
colaboradores (35) constataram que as células CD4*CD28™" passam por um processo de
expansdo em pacientes com Doenca de Graves, correspondendo a 19% dos linfécitos T
CD4". Outras doencas nas quais foi constatado aumento de células CD4*CD28™" sdo
espondilite anquilosante (36), granulomatose de Wegener (37), ldpus eritematoso sistémico
(38), esclerose mudltipla (39), dermatomiosite e polimiosite (40). Mais recentemente
verificou-se que as células T CD4*CD28™" também estdo presentes em nimero elevado em
infeccdes como hepatite B (41) e doenga de Chagas (42,43).

A hipertensdo € considerada um dos fatores de risco mais importantes para doencas
cardiovasculares (44). Somado a isso, elevacdes da pressdo arterial estdo intimamente

relacionadas com processos inflamatdrios subclinicos (45). Foi observado que existe uma

relacdo gradual e continua entre a concentracdo sérica de proteina C reativa (PCR),
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marcador de atividade inflamatdria (46), e os niveis de pressdo arterial (47). O estado pro-
inflamatdrio encontrado em pacientes com hipertensdo pode ser explicado por alteracdes no
shear stress, que provoca a ativacao das células endoteliais, que passam a expressar [CAM-
1 e P-selectina (48). Entretanto, grande parte do processo inflamatério observado em
individuos hipertensos é mediada pela angiotensina II, através do receptor AT 1 (49). A
ligacdo da angiotensina II ao seu receptor ativa a proteina RAS, acionando diversas vias de
sinalizacdo intracelular (50), culminando com a ativagcdo do NF-kB, fator de transcricao
para diversos genes da resposta inflamatéria (51). A ativagdo do receptor AT 1, portanto,
resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio, de TNF-a , IL-6 e IL1-B (52),
moléculas cuja expressdo aumenta com o aumento da pressdo sanguinea (53,54). O 6xido
nitrico, por sua vez, importante na manuten¢do do tonus vascular, tem sua produgdo
diminuida nas células endoteliais (55). A ac@o combinada das ROS e das citocinas
inflamatérias culmina com a disfuncdo endotelial, um dos eventos mais importantes do
processo aterosclerético (56,57).

A diabetes mellitus também constitui um dos fatores de risco para aterosclerose,
visto que a elevacdo de glicose no sangue estd sempre relacionada a vasculopatias (58).
Assim como ocorre na hipertensdo, pacientes com diabetes mellitus apresentam problemas
no tonus vascular, devido a baixa disponibilidade de NO (59). O endotélio se encontra
ativado, expressando moléculas de adesdo, e hd um estado pré-trombético, com o actimulo
de plaquetas e adesdo ao endotélio (60). Dentre os diversos fatores que contribuem para tais
modificagdes no endotélio, os mais importantes sao os produtos finais de glicagdo avangada
(Advanced Glycosylation End Products - AGEs) (61).

Os AGEs tém origem enddgena e exdgena. A formacio endégena se dé nas células

devido a hiperglicemia persistente, enquanto que os AGEs exdgenos sdo adquiridos através
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da alimentacao (60). Uma vez no organismo, os AGEs se ligam as proteinas do endotélio e
da matriz extracelular, causando mudancas nas suas estruturas e funcdes (62). Nesse
sentido, contribuem para modificacdes nas moléculas de LDL, tornando-as aterogénicas.
Os AGEs também geram cascatas de sinalizag¢do intracelular através da ligacio com seu
receptor especifico, gerando stress oxidativo e producdo de citocinas como TNF-a e IL-6
através da ativacdo do NF-«xB (61).

Concentracdes sanguineas elevadas de lipideos (dislipidemias), principalmente do
LDL, constituem um dos fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento da
aterosclerose (63). O excesso de LDL plasmaético acaba se acumulando na intima das
artérias, onde passa por modificacdes que o tornam altamente inflamatorio e aterogénico.
Por sua vez, a reduc@o nos niveis dos niveis plasméticos de lipoproteina de alta densidade
(HDL) também estd associada ao aumento do risco para aterosclerose (64). Tal fato ocorre
porque, a HDL, ao contrdrio da LDL, tem funcdes anti-inflamatdrias (65). Nesse sentido, a
HDL ¢é associada com a ativagdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) em células
endoteliais in vitro (66) e com a melhora no relaxamento vascular in vivo (67). Além disso,
a HDL inibe a expressd@o de moléculas de adesdo no endotélio (68,69) e a ativacdo dos
macrofagos (70). A HDL atua ainda como um anti-oxidante, contendo os efeitos
inflamatoérios da LDL oxidada (71).

Os fatores de risco para as doengas cardiovasculares podem ainda associar-se entre
si, ocasionando a Sindrome Metabdlica (MTS), também referida como Sindrome Cardio-
Metabdlica (SCM). Tal sindrome se caracteriza por uma constelacio de alteracdes
metabodlicas e vasculares, incluindo a resisténcia a insulina, obesidade visceral ou central,

hipertensdo, dislipidemia e microalbumindria (72). Todos esses fatores geram stress
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oxidativo em conjunto com alteracdes inflamatdérias que contribuem para um estado de
hipercoagulacdo sanguinea e disfun¢do endotelial sistémica (73).

Evidéncias recentes sugerem que a SCM ocorre, em parte, pelo acimulo de gordura
visceral, que promove o desenvolvimento de dislipidemias, alteracdes no metabolismo da
glicose e o aparecimento de hipertensdo (74). De fato, o tecido adiposo deixou de ser
considerado um mero depdsito de energia, sendo recentemente reconhecido como um
complexo o¢rgdo endocrino que secreta uma série de substdncias denominadas
coletivamente de adipocitocinas na circulacdo (75). Dentre essas substancias estdo o TNF-
a, adiponectina (APN), IL1-B, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, PAI-1, resistina e lepitina (76).
Alteragdes na sintese e na liberacdo das APNs ocorrem na obesidade e possuem papel
importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina (77). A resisténcia a insulina,
diabetes, obesidade e dislipidemia sdo caracterizadas por baixos niveis plasméticos de APN
(78), enquanto os niveis de citocinas inflamatérias como o TNF-a aumentam (79). O
aumento da sintese de citocinas inflamatdrias em pessoas obesas ocorre pela infiltracdo e
acimulo de macréfagos inflamatoérios no tecido adiposo (80). Em resposta a dietas ricas em
gordura, tais macréfagos, ao contrario dos macréfagos residentes, produzem moléculas
inflamatdrias e induzem a inibicdo da produg¢do de APN pelos adipdcitos adjacentes, o que
causa aumento do stress oxidativo e disfuncao endotelial (81).

O stress oxidativo sist€émico também ocorre em tabagistas, sendo que o habito de
fumar tem sido relacionado com doencas sist€émicas, como a aterosclerose e a doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (82). De fato, a fumaca do cigarro é composta de
milhares de substancias, muitas delas altamente oxidantes (83). Devido ao stress oxidativo,
os fumantes apresentam um aumento nos niveis de oxidacdo do LDL (84) e outras

proteinas, como fibronogénio, transferrina, plasminogénio e ceruloplasmina (85), além de
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apresentarem deplecdo sistémica dos antioxidantes enddgenos, como a vitamina C (86).
Além disso, o consumo de cigarros altera o sistema imunolégico, causando uma resposta
inflamatdria sist€émica, com aumento do nimero de leucdcitos no sangue, principalmente
neutréfilos, indicando uma ativacdo do sistema hematopoiético na medula 6ssea (87). A
resposta inflamatdria sist€émica € evidenciada ainda pelo fato dos tabagistas apresentarem
altas concentracdes plasmdticas de PCR e fibrinogénio, proteinas de fase aguda (88). Os
fumantes também possuem concentracdes mais elevadas de ICAM-1 soluvel, P-selectina e
E-selectina, quando comparados a voluntdrios sauddveis (89). A producdo de citocinas
inflamatoérias como TNF-a e IL-6 também € alterada, havendo um aumento do estimulo
inflamatério, o que culmina em disfuncao endotelial (90).

Os fatores de risco para a doenga aterosclerdtica apresentam, portanto, mecanismos
fisiopatoldgicos em comum, culminando na ocorréncia de um estado inflamatdrio crénico,
que gera stress oxidativo e disfuncdo endotelial. Tal processo € caracterizado pelo aumento
dos niveis plasmaticos de citocinas inflamatdrias e proteinas de fase aguda, como o TNF-q,
IL-6 e PCR, que estdo elevados na hipertensdo, na diabetes, na dislipidemia e no tabagismo.

A aterosclerose ¢ uma doenca caracterizada pela ocorréncia de processo
inflamatério crénico. Concentracdes elevadas de PCR e de citocinas inflamatérias sdo
encontradas em aproximadamente 50 a 75% dos pacientes apresentando SCA (7). Nakajima
et al. (14) demonstraram que a PCR aumenta a susceptibilidade de células endoteliais a lise
mediada pelas células T CD4*CD28™!, Portanto, estados inflamatérios cronicos podem
estar associados com alteragdes nas células CD4*CD28™". Diante desses dados, Raines
(91) questiona se tais c€lulas, apesar de quase ausentes em pacientes com angina estavel,
estariam presentes em individuos apresentando fatores de risco para eventos agudos. Nao

existe na literatura dados a respeito do nimero e do fenétipo das células CD4*CD28™" em

38



pessoas portadoras de fatores de risco para aterosclerose, mas que ainda nao desenvolveram
. . ey eqe 1l .

a doenca coronariana. Existe a possibilidade das CD4"CD28™" estarem associadas com os

fatores de risco, contribuindo para o estado inflamatério subclinico encontrado nesses

pacientes.
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Objetivo
. . - c i
Avaliar o nimero e as caracteristicas das células T CD4"CD28™" presentes no
sangue periférico de pacientes com doenca coronariana e individuos sauddveis com ou sem

fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose.

Estratégias

- Quantificar as células T CD4*CD28™" do sangue periférico

- Avaliar a expressao de moléculas relacionadas a citotoxidade (perforina, granzimas A e B
e granulisina) e a migracdo celular para sitios inflamatérios (CCRS5, CCR7 e CD161) em
células T CD4*CD28™" do sangue periférico ex vivo e apds estimulagdo in vitro com LPS

- Verificar a producdo de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e TNF-a) pelas células T CD4"
CD28™" do sangue periférico ex vivo e apds estimulacdo in vitro com anti-CD3 e ion6foro
de célcio

- Avaliar a magnitude do processo inflamatdrio em curso pela dosagem da PCR
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Casuistica

e Meétodos




1. Casuistica

Os pacientes incluidos no estudo foram selecionados nos Ambulatérios de Isquemia
e Hipertensdo da Disciplina de Cardiologia e na Unidade Coronariana do Hospital das
Clinicas da UNICAMP. Individuos sauddveis sem fatores de risco para aterosclerose

constituiram o grupo controle (Grupo C). Segue abaixo a descricdo dos grupos analisados.

Grupo C (grupo controle) - Individuos sem doenca corondria e sem fatores de risco para

aterosclerose

Grupo FR — Pacientes sem doenca corondria aparente com fatores de risco para
aterosclerose: pacientes sem histéria de doenca coronariana, sem antecedentes familiares de
primeiro grau ou com teste de isquemia negativo ou com cinecoronariografia sem lesdes
obstrutivas acima de 50% da luz. Os pacientes apresentaram pelo menos um fator de risco
dentre os quais: hipertensao arterial sist€émica (pressao arterial > 140X90mmHg ou uso de
medicacdo anti-hipertensiva), diabetes melitus (glicemia de jejum > 126mg/dL ou uso de
medicacdo hipoglicemiante), dislipidemia (colesterol total > 200mg/dL ou uso de

medicacao hipolipimeante) ou tabagismo.

Grupo AE — pacientes com doenga corondria estabelecida cronica: doenca coronariana
documentada através de cateterismo cardiaco com pelo menos uma artéria corondria
envolvida com obstru¢do acima de 50% da luz, teste de isquemia positivo, histéria prévia

documentada de sindrome isquémica aguda (laboratorial ou eletrocardiografica) ou
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revascularizacdo cirdrgica, sem episddios de eventos agudos ou mudangca na classe

funcional nos dltimos 6 meses.

Grupo SCA — pacientes com sindromes corondrias agudas com ou sem supradesnivel de
segmento ST: histéria de sindrome corondria instivel definida como pelo menos um
episddio de angina de repouso durando mais que 20 minutos nas 24 horas anteriores com
alteracoes dinamicas de segmento ST > 1 mm, angina com hipotensdo ou edema pulmonar

e/ou elevagdao de marcadores cardiacos.

Para os todos os grupos, os seguintes critérios de exclusao foram considerados:

a. Gravidez

b. Doenca valvar significante

c. Fibrilacdo atrial

d. Histéria de cirurgia ou trauma nas ultimas 4 semanas

e. Histdria de doenca inflamatoéria aguda ou uso de imunossupressores nas ultimas duas
semanas

f. Histdria de neoplasia

g. Insuficiéncia cardiaca congestiva ou miocardiopatia dilatada avangada

1. Insuficiéncia renal

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Parecer CEP No 665/2007, anexo 1) e
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todos os individuos incluidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(anexo 2).

2. Obtencio e separacao das células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
Pacientes e controles selecionados para o estudo foram submetidos a pungdo venosa
(30 mL) em tubos contendo heparina sddica. As células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) foram obtidas ap6s a separacido em Ficoll-Hypaque (d=1,077) e lavagem
com meio RPMI gelado estéril (1250 r.p.m., 10 minutos, 4° C). Apds a lavagem, o
sedimento de células foi ressuspendido em meio RPMI suplementado com 10% de soro AB
+ L-glutamina [2mM] + gentamicina [Sug/mL] e a concentragdo ajustada para 2 x 10°

cel/mL.

3. Citometria de fluxo

Aliquotas da suspensio de CMSP (com e sem estimulo em cultura) foram
submetidas a citometria de fluxo para a deteccao, quantificacio e caracterizacdo das células
T CD4*CD28™". Para tanto, as células foram centrifugadas (1250 r.p.m., 10 minutos, a
4°C) e o sobrenadante descartado, sendo estdo o sedimento ressuspendido na concentragio
de 1 x 10" cel/mL em tampao PBS-BSA-azida sédica [2mM] (PBS-B-A). Apds esse
procedimento, 30 pL. da suspensdo de células (3 x 10° células) foram transferidos para
tubos de microtitulagdo contendo a mistura de anticorpos para a marcacdo de superficie
(tabela 1), assim como os controles de isotipo, diluidos em 20 uL de PBS-B-A. Os tubos
foram deixados por 20 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, os
tubos foram centrifugados (1250 r.p.m., 10 minutos, temperatura ambiente), o sobrenadante

descartado e 200 pL. do tampao PBS-B-A foram adicionados, sendo os tubos submetidos a
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nova centrifugacdo. Apds a o término da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, as
células ressuspendidas (vortex) e 200 uL de formaldeido a 2% em PBS foram adicionados
a cada tubo, incubando-se por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds nova
centrifugacdo, as células foram ressuspendidas e 200 pLL de tampao de permeabilizagcdo
(PBS — BSA [0,1%] — Saponina [0,5%]) foram adicionados, sendo os tubos, entdo,
incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds nova centrifugacdo, as células
foram ressuspendidas seguido da adicdo de uma mistura de anticorpos para marcagdo
intracitoplasmatica (tabela 1) diluidos em 20 pL de tampdo de permeabilizacdo. Os tubos
foram entdo incubados a temperatura ambiente por 30 minutos, quando entdo se adicionou
150 pL. de tampao de permeabilizacdo, seguido de nova centrifugacdo. O sobrenadante foi
descartado, as células ressupendidas (vortex) e 200 pL de tampdao PBS-B-A foram
adicionados a cada tubo. Finalmente, apds nova centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em 250 pL. de formaldeido a 2% e armazenadas nos tubos de microtitulagao
em geladeira por no méximo dois dias para posterior leitura em citdmetro de fluxo
(FACScalibur - Beckton & Dickinson) e andlise com software especifico (FCS Express

v3.00.0320 - De Novo Software). A estratégia de andlise utilizada estd descrita na figura 1.
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Figura 1. Estratégia utilizada para anélise de marcadores especificos em células CD4'CD28™" e
CD4"CD28". Em um primeiro momento foi gerado um gréfico do tipo dot-plot, no qual a populagdo
de linfécitos foi determinada de acordo com as suas caracteristicas quanto aos parametros de
tamanho (FSC) e complexidade citoplasmdtica (SSC), sendo entdo delimitada a regido Rl
(linfécitos - em vermelho) (A). A partir desse grafico foi gerado outro dot-plot no qual foi
visualizada a marcagdo de células com os anticorpos anti-CD4 e anti-CD28. Nesse grafico foram
delimitadas as populagdes CD4*CD28™" (R2 - azul) e CD4*CD28" (R3- verde) (B). Para anilise
final foram gerados novos graficos a partir das combinagdes das regides R1 e R2 (C) ou R1 e R3
(D), nos quais foram analisados os seguintes marcadores: granzimas A e B, perforina, granulisina,
CCRS5, CD161, CXCR3, CCR7, IFN-y e TNF-a (na figura acima estdo representados dados obtidos
para a granulisina). Os resultados finais foram expressos em porcentagem de células positivas para

cada parametro.
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Tabela 1. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo

Especificidade Fluorocromo Volume para Fabricante
[1x10”cel/mL]

CD4 PE luL Caltag

CCRS5 PE 4uL BD

CXCR3 PE 4uL BD

Granzima A FITC 4uL BD

Perforina FITC 4ulL BD

IFN-y FITC 0,2 uL. BD

5
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4. Estimulacao de CMSP em cultura

4.1. Estimulacdo com anti-CD3 e ionéforo de calcio

Aliquotas de CMSP [2 x 10° células/mL] foram transferidas para placas de cultura
de 24 cavidades (1 mL/poco), sendo adicionado anticorpo estimulatdrio anti-CD3 [1ug/mL]
e iondforo de célcio [250 ng/mL] ou somente meio (controle). Foi adicionado 1pug/mL de
Brefeldina A (Sigma, St. Louis, USA) em cada cavidade. As placas foram incubadas a 37°C
em estufa de CO, a 5% por 6 horas. Apds o periodo de incubagdo, as células foram
coletadas por meio da lavagem das cavidades com 2 mL de azida sddica [2mM] e
transferidas para um tubo do tipo FALCON de 15 mL, sendo, entdo, preparadas para

utilizagdo na citometria de fluxo.

4.2. Estimulacao com lipopolissacarideo (LPS)

Aliquotas de CMSP [2 x 10°mL] foram transferidas para placas de cultura de 24
cavidades (1mL/po¢o), onde foi adicionado LPS de E.coli O127:B8 [10pg/mL] ou somente
meio (controle). As placas foram incubadas a 37°C em estufa de CO, a 5% por 48 horas.
Apd6s o periodo de incubagdo, as células foram coletadas por meio da lavagem das
cavidades com 2 mL de tampdo PBS-azida sédica (2mM) e transferidas para um tubo do

tipo FALCON de 15 mL, sendo, entdo, preparadas para utiliza¢do na citometria de fluxo.
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5. Determinacao da concentracao plasmatica da proteina C reativa

O plasma para dosagem da PCR foi obtido durante o processo de separagdo em
Ficoll-Hypaque. As amostras obtidas foram transferidas para tubos do tipo EPPENDOREF e
armazenadas a -80°C até o momento do uso.

Antes do inicio do procedimento as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e centrifugadas para eliminar a lipemia. A dosagem da PCR plasmdtica foi
realizada pela técnica de imunonefelometria no nefelometro BN II (Dade Behring),
utilizando o kit N Reagente PCR High Sensitivity (Dade Behring), constituido por
particulas de poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal de rato contra PCR humana.
A técnica de nefelometria baseia-se na dispersdo da luz ao interagir com complexos
antigeno-anticorpo. Dessa maneira, as amostras sdo colocadas em cuvetas contendo as
particulas revestidas com anti-PCR humana e os anticorpos interagem com a PCR presente
no plasma, ocorrendo a formacdo de imunocomplexos. Um feixe de luz, entdo, é dirigido
para a cuveta. Ao encontrar os imunocomplexos, a luz é desviada, sendo dispersa. A
intensidade de luz dispersa é proporcional a quantidade de imunocomplexos presentes na
cuveta, sendo possivel, entdo, obter a concentracdo de antigeno (no caso, a PCR) através da
utilizacdo de uma curva de referéncia criada a partir de um padrdo com concentragoes

conhecidas do antigeno e o sinal de luz disperso por cada uma dessas concentracoes.

6. Analise estatistica
Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism (Jandel
Corporation). Para comparacao dos diferentes pardmetros entre as células CD4*CD28™" ¢

CD4"CD28" foi utilizado o teste ndo paramétrico, ndo pareado de Mann Whitney. Para
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comparar os diferentes parametros entre os 4 grupos incluidos no estudo foi utilizado o
teste ndo paramétrico, ndo pareado de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn. Para
comparar os parametros ex vivo e apos estimulacdo com LPS nas diferentes populacdes de
células CD4, foi utilizado o teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon. Correlacdes entre
parametros foram avaliadas pelo teste ndo paramétrico de Spearman. Para comparagdo dos
diferentes grupos quanto aos fatores de risco, medicamentos em uso € a propor¢do de
homens e mulheres foi utilizado o teste do xz. O nivel de significancia foi definido como p

<0,05.
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1. Caracterizacao dos grupos

Os parametros clinicos, demogréficos e laboratoriais dos individuos incluidos no
estudo estdo descritos na tabela 2.

O grupo controle foi constituido de 16 individuos, principalmente homens, sem 0s
fatores de risco cldssicos para a doenca aterosclerdtica, a saber: hipertensdo, dislipidemia,
diabetes e tabagismo. Os controles também nao poderiam ter qualquer tipo de doenca
cardiaca ou processo inflamatério em curso ou recente (menos de dois meses) € nem
tampouco estar fazendo uso de medicamentos anti-inflamatérios. E importante ressaltar que
os controles possuiam média de idade (58 + 5,2 anos) similar aos pacientes dos grupos FR,
AE e SCA, ja que tal fator tem influéncia nas células CD4*CD28™". Assim como os
individuos dos outros grupos, os controles apresentaram os resultados dos testes

bioquimicos dentro dos valores de referéncia e niveis presséricos dentro da normalidade.
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Tabela 2. Parametros clinicos, demograficos e laboratoriais dos individuos controle (grupo C), individuos portadores de fatores de

risco para aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas

(grupo SCA)
C FR AE SCA p
Nimero de pacientes 16 22 30 20 -
Idade (média + DP) 58+5,2 57,8+7 61,6 £7,1 62,1 £12,6 0,1
Sexo (H/M) 10/6 8/14 25/5 12/8 <0,01
Pressao arterial (média = DP)
Pressao sist6lica (mmHg) 120 £ 10 145 £ 14 133,8 £ 20,6 130+ 10 0,1
Pressdo distlica (mmHg) 80+9 86,7 +6,8 81,1139 80 + 14 0,2
Fatores de risco (%)
Histdrico familiar de doenca cardiaca isquémica - 5 14 7 0,6
Diabetes - 22 31 20 0,3
Dislipidemia - 78 61 69 0,1
Hipertensao - 78 89 73 0,6
Tabagismo - 11 7 25 0,2
Medicamentos prévios (%)
B-bloqueador - 38 76 50 0,3
AAS - 44 92 45 0,1
IECA - 67 88 29 0,06
Nitrato oral - 5 7 5 0,2
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Bloqueador de canal de célcio - 33 31 13 0,1
Estatinas - 56 75 40 0,1
Diuréticos - 56 52 20 0,2
Parametros bioquimicos (média + DP)
ALT (U/L) - 25,8+19 24,1 +11,15 29,6 £ 18 0,7
AST (U/L) - 21,6 £7,2 22,7+6,2 24,8 £9,6 0,9
CR (mg/dL) - 0,8+0,1 1,0+0,1 1,1 £0,4 <0,01
COL total (mg/dL) 172,3£22,6 | 188,8+574 167 + 40,6 1779 £55,2 0,5
HDL-colesterol (mg/dL) 53,7+12,3 50,8 £ 15,7 45,5+ 12,5 436 +11,4 0,3
LDL-colesterol (mg/dL) 100,9 £ 15 104,7 £ 54,3 90,7 + 37,6 102,5+27,8 0,6
TRIG (mg/dL) 145,6 £40,2 | 152,4+373 149,0 + 60,4 | 133,6 £56,5 0,1
K (mEq/L) - 4,5+0,6 45+04 4,1%0,5 0,06
Na (mEq/L) - 140,7+ 1,5 143,77 +9,2 138,1£2,7 <0,01
GLI (mg/dL) 98,7+11,9 104,3 £ 18,1 120,2 + 52,7 97,1 £20,3 0,2
U (mg/dL) - 35,8+ 104 379+9,5 43,7223 0,7

ALT- aspartato aminotransferase; AST- alanina aminotransferase; CR- creatinina; COL total- colesterol total; HDL- lipoproteina de alta densidade;
LDL- lipoproteina de baixa densidade; TRIG- triglicérides; K- potéssio; Na- sddio; GLI- glicose; U- uréia; AAS- dcido acetilsalicilico (aspirina); IECA-

inibidores da enzima conversora da angiotensina; DP- desvio padrao; H-homem, M-mulher
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Ao observar a tabela 2 pode-se constatar média de idade similar entre os grupos
de pacientes. Entretanto, nota-se que os grupos diferem entre si no que diz respeito a
distribuicdo de género. Nesse sentido, o grupo FR é formado por um ndmero muito
maior de mulheres do que de homens, enquanto que no grupo AE os homens constituem
a grande maioria. O grupo SCA é o mais homogéneo em relacdo a distribui¢do de
género, com um leve predominio de homens. J4 com relacdo aos fatores de risco para
aterosclerose, os grupos FR, AE e SCA sdo bastante similares, sendo a hipertensdo o
fator de risco mais prevalente. A hipertensdo aparece acompanhada de dislipidemia ou
diabetes na grande maioria dos pacientes, sendo que apenas alguns pacientes
apresentam tabagismo ou histéria familiar para doenca coronariana obstrutiva. Nesse
sentido, a dislipidemia € o segundo fator de risco mais prevalente, enquanto a diabetes é
o terceiro. Também se observa na tabela 2 que os grupos de pacientes apresentam
muita similaridade nos exames bioquimicos, com niveis de colesterol, glicose e pressdo
arterial dentro da normalidade ou préximos da meta preconizada para tais grupos. Nao
houve diferenca significante quanto 2 medicagdo em uso nesses 3 grupos, mas pode-se
notar uma maior frequéncia de individuos em uso de estatinas ¢ AAS no grupo AE.

Analisados em conjunto, os dados da tabela 2 mostram que os individuos dos
diferentes grupos estavam devidamente controlados quanto a fatores de risco como
diabetes, dislipidemia e hipertensdo arterial sist€émica. Portanto, pudemos constatar que
a unica diferenca significante entre os pacientes (grupos AE e SCA) e os outros grupos
(C e FR) era a presenca de doenga aterosclerética, ja que os pardmetros bioquimicos e a
maioria dos parametros demograficos (com excecdo da distribuicdo de género) eram

similares.
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2. Analises ex vivo

2.1 Porcentagem de células CD4*CD28™" e CD4*CD28" em relaciio aos linfécitos

totais do sangue periférico

O primeiro parimetro analisado nas amostras ex-vivo foi a porcentagem de
células CD4*'CD28™" ¢ CD4*CD28* na populagio de linfécitos totais do sangue
periférico. Nao houve diferenca significativa entre os individuos dos grupos FR, AE,
SCA e C na porcentagem de células CD4*CD28™" (fig. 2). Entretanto, tendo o grupo
controle como referéncia, observou-se uma diminui¢do gradativa da porcentagem de
células CD4'CD28" nos linfécitos totais dos grupos FR e AE, sendo a menor
porcentagem encontrada nos individuos com angina estidvel. Nesse sentido, houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos AE e C. A porcentagem de
células CD4"CD28" nos linfécitos totais do sangue periférico € maior no grupo SCA,

sendo semelhante ao valor encontrado nos controles.
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Figura 2. Porcentagem de células CD4*CD28™" ¢ CD4*CD28" em relacio aos linfécitos totais
em amostras de CMSP ex vivo. As amostras avaliadas foram coletadas de individuos controle
(grupo C), pacientes com fatores de risco para aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina
estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA). As barras

horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com pds-teste de Dunn)

2.2. Expressao de granulos citotoxicos, receptores de homing e citocinas

inflamatorias por células CD4*CD28™" e CD4*CD28*

A populacdo de linfécitos T CD4" também foi analisada quanto a expressio de
granulos citotdxicos, receptores de homing e citocinas inflamatérias ex vivo. Os
resultados referentes aos controles estdo na figura 3. Observa-se que, tomando como
base a expressio da molécula CD28, a populacio CD4" apresentou-se heterogénea,
sendo que a porcentagem de células positivas para perforina e granzimas A e B era

muito maior na populagio CD28™" do que na populagio CD28", demonstrando que a
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~ A PN . . 2 i
expressdo de grianulos citotoxicos se dd quase que exclusivamente nas células CD28™".

Além disso, destaca-se a deteccdo de granulisina nas células CD4+CD28"”H, fato ainda
ndo relatado na literatura.

As populagdes CD28™" ¢ CD28* também diferem com relacdo a expressdo de
receptores de quimiocinas e moléculas de homing (fig 3), sendo que existe uma maior
porcentagem de células positivas para CD161 (apesar da diferenga ndo ser significativa)
e CCRS na populagio CD28™". Tais moléculas sdo importantes para o enderegcamento e
migracdo das células para a lesdo aterosclerédtica. Ja com relacdo a expressdo de CXCR3
e CCR7, os controles apresentaram menor positividade para tais receptores na
populagdo CD28™", sendo que eles sdo mais expressos na populagio CD28*. O CXCR3
e 0 CCR7 também sdo receptores importantes na migragio dos linfécitos CD4", sendo o
CXCR3 envolvido na migracdo para as placas ateroscleréticas e o CCR7 envolvido no
direcionamento das células para os linfonodos.

Com relacdo a expressdo da citocina inflamatéria IFN-y, nota-se que as células
CcD4*CcD2g™! possuem uma maior positividade para a citocina do que as células
CD4"CD28", tendo portanto, maior capacidade inflamatéria. Entretanto, a expressio de
IFN-y nas populagdes de células CD4" ex vivo é muito pequena, sendo que a populagdo
de células CD28™", mesmo apresentando maior positividade para IFN-y em relacdo a
populagio CD28", ndo apresenta uma grande expressio dessa citocina. Também se
comparou as duas populac¢des (CD28™" e CD28") com relagdo a positividade para TNF-
a. Entretanto, a expressdo da citocina nas células ex vivo também é muito pequena
(menor até que a expressdo de IFN-y) e ndo foram encontradas diferencgas entre as duas

populagdes (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Porcentagem de células positivas para os marcadores indicados nas populagdes de
linfécitos CD4" em amostras de CMSP ex vivo coletadas de individuos controle (grupo C). As

barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Mann Whitney)

Os pacientes do grupo FR, por sua vez, apresentaram o mesmo padrdo do grupo
controle com relagdo ao fendtipo das células CD4*CD28™" e CD4*CD28" ex vivo (fig.
4). Nesse sentido, hd maior nlimero de células positivas para os granulos citotéxicos
(perforina, granzimas A e B e granulisina) no pool de células CD4*CD28™" do que no
pool de células CD4"CD28". Também ha maior positividade para IFN-y e CD161
(apesar da diferenca ndo ser significativa) e menor positividade para CXCR3 e CCR7
nas células CD4*CD28™" do que nas células CD4*CD28*. Novamente, ndo houve
diferenga na expressdo de TNF-a entre as duas populagdes analisadas (dados ndo
mostrados). Diferentemente dos outros grupos, entretanto, ndo houve diferenca na

positividade para CCRS5 entre as células CD28™" e CD28".
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Figura 4. Porcentagem de células positivas para os marcadores indicados nas populagdes de
linfécitos CD4" em amostras de CMSP ex vivo coletadas de individuos com fator de risco para
aterosclerose (grupo FR). As barras horizontais representam a mediana. *p<0,05 (Mann

Whitney)

Com relagdo ao fendtipo das células CD4", os pacientes com doenca
aterosclerdtica (AE e SCA) apresentaram um perfil muito similar aos individuos dos
grupos FR e C. Nesse sentido, os pacientes AE apresentaram altos niveis de granulos
citotoxicos nas células CD4", sendo que a porcentagem de células positivas para
perforina e granzimas A e B era maior na populacio CcD28™" do que na populacio
CD28* (fig. 5). Também detectamos a presenga de granulisina nas células
CD4+CD28““H, fato que, até onde temos conhecimento, ainda ndo foi descrito nessa
populagdo em pacientes com angina estdvel. De maneira andloga aos outros grianulos
citotéxicos, a granulisina praticamente nio € expressa nas células CD4"CD28".

Além dos granulos citotoxicos, hé diferengas entre as populagdes de células CD4
em relacdo a moléculas envolvidas no trafego das mesmas pelo organismo (homing). Ha
uma maior porcentagem de células positivas para CD161 (apesar da diferenca nio ser

null

significativa) e CCR5 na populacdo CD28™" do que na populacdo CD28" (fig. 5). Tais

moléculas podem ser importantes para o enderecamento dessas células para a lesdo
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aterosclerética nesses pacientes. Por sua vez, o CXCR3 estd mais presente nas células

CD28", mais também é muito frequente nas células cp28™!

Quanto a expressdo de IFN-y verificamos que as células cp2g™! apresentaram
uma maior positividade para tal marcador quando comparadas as células CD28" (fig. 5).
Entretanto, similarmente ao que ocorreu nos grupos sem doenca aterosclerdtica (C e
FR), apenas uma pequena propor¢do das células CcD28™" foi positiva. De maneira
similar aos grupos FR e C, também nao houve diferenca na positividade para TNF-a nas

8null

duas populagdes de células CD4+ (CD28™" e CD28") ex vivo (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Porcentagem de células positivas para os marcadores indicados nas populagdes de
linfécitos CD4" em amostras de CMSP ex-vivo coletadas de pacientes do grupo AE. As barras

horizontais representam a mediana. *p<0,05 (Mann Whitney)

Os pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA) apresentaram um
padrdo parecido com o perfil visto no grupo AE (fig. 6). Nesse sentido, hd maior
positividade para os granulos citotoxicos na populacdo de células CD4*CD28™" do que
na populagio CD4°CD28" Com relacdo as moléculas de homing, héa diferenca

N

significativa quanto a positividade para o CCR5 entre as células CD4*CD28™" ¢

68



CD4"CD28", mas ndo hd diferenca estatisticamente significante entre as duas
populagdes com relacdo a expressdo de CD161, apesar da mediana ser maior para a
populacao CD4*CD28™". Como 0 CCRS5 e o CD161 sdo os principais responsaveis pelo
enderecamento das células CD4*CD28™! para as placas ateromatosas, as células
CD4*CD28™" seriam sequestradas nos vasos. J4 com o CCR7, o padrio observado no
grupo AE se repete, com maior positividade para esses marcadores na populacdo
CD4"CD28". Entretanto, as medianas para os CXCR3 nas duas populacdes ficam
praticamente iguais, indicando que tal receptor pode ser importante no mecanismo de

8™ quanto das células CD28*. Também hd de se ressaltar

homing tanto das células CD2
que existe diferenga significativa na positividade para IFN-y entre as duas populacdes,
sendo que a populacio CD4*CD28™" apresenta maior positividade para a citocina do

que a populagdo CD4"CD28". Novamente, nio houve diferenca na expressio de TNF-o

entre os dois tipos celulares analisados ex vivo (dados ndo mostrados).
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Figura 6. Porcentagem de células positivas para os marcadores indicados nas populagdes de
linfécitos CD4" em amostras de CMSP ex-vivo coletadas de pacientes do grupo SCA. As barras

horizontais representam a mediana. *p<0,05 (Mann Whitney)
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Diante do que foi exposto acima, nota-se que o padrio de expressdo de granulos
citotéxicos em células CD4* (CD28™" ¢ CD28") ex vivo é muito semelhante em todos
os grupos. Dessa maneira, as células CcD4*CD2g™"! apresentam grande expressdo de
granzimas A e B, perforina e granulina, enquanto as células CD4"CD28" praticamente
ndo expressam tais moléculas. Com relag@o aos receptores relacionados com o homing,
as células CD28™" apresentam maior expressdo de CCR5 e CD161 do que as células
CD28" (exceto no grupo FR, onde a expressdo do CCRS5 € igual nas duas populagdes
celulares), enquanto o CCR7 e o CXCR3 sdo mais expressos na populagio CD28"
(exceto no grupo SCA, onde a positividade para o CXCR3 ¢ igual nas duas populagdes
de células CD4™). Quanto a expressdo de citocinas inflamatdrias ex vivo, nota-se que a
positividade para IFN-y e TNF-o (dado ndo mostrado) em células CD4*CD28™" e

z 8null

CD4"CD28" ¢ muito pequena, mas que as c€lulas CD2 apresentam maior

positividade para IFN-y do que as células CD28".

2.3. Comparacio da expressio de granulos citotéxicos por células CD4*CD28™" e

CD4"CD28" nos diferentes grupos

Além da comparacdo das diferentes populagdes de células CD4™ ex-vivo dentro
de cada grupo, foi feita a comparagfo entre os grupos. Nesse sentido, foram observadas
diferencas significativas entre as células CD28™" de individuos dos grupo C (controles),
FR (individuos com fatores de risco para aterosclerose), AE (pacientes com doenca
coronariana cronica) e SCA (pacientes com sindromes coronarianas agudas) quanto a
positividade para os granulos citotéxicos (fig. 7). Os individuos dos grupos FR e SCA
apresentaram maior positividade para perforina, granzima A e granzima B nas células

CD4*CD28™" em relacdo aos controles e os pacientes AE. Os pacientes AE, por sua
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vez, apresentam uma mediana maior para perforina e granzima B e menor para a
granzima A em relagdo aos individuos controle (apesar das diferencas ndo serem
significativas). A granulisina, por sua vez, possui um padrdo de expressdo diferente dos

outros granulos, sendo mais expressa em controles em nos pacientes AE.
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Figura 7. Porcentagem de células positivas para os granulos citotéxicos indicados na populagdo
CD4*CD28™" em amostras de CMSP ex-vivo. As amostras avaliadas foram coletadas de
individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose (grupo FR),
pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas
(grupo SCA). As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com pés-

teste de Dunn)
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Com relagdo as células CD4"CD28", os controles, os individuos com fatores de
risco para aterosclerose, os pacientes AE e os pacientes SCA ndo apresentaram
diferencas importantes quanto a positividade para os granulos citotoxicos (fig. 8). Nesse
sentido, observa-se que as células CD4"CD28" de individuos dos grupos FR e SCA
apresentam positividade levemente maior para as granzimas A e B, sendo que as células
de individuos dos grupos C e AE apresentam medianas similares. Entretanto, a
expressdo das granzimas A e B nas células CD4"CD28" de individuos do grupo C e
SCA ¢é muito pequena, sendo que tais células ndo devem ter poder citotdxico
significativo. H4 diferenca significativa na expressdo de granulina pelas células
CD4"CD28" dos diferentes grupos, sendo que a positividade nas células de individuos
dos grupos SCA e AE € maior do que nas células de pessoas com fatores de risco para
aterosclerose e controles (apesar da diferenca para os controles ndo ser significativa).
Assim como ocorre com os outros granulos, a expressdo de granulisina é muito baixa
nas células CD4"CD28", embora significativamente maior nos pacientes do que nos

grupos C e FR.
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Figura 8. Porcentagem de células positivas para os granulos citotéxicos indicados na populagdo
CD4'CD28" em amostras de CMSP ex vivo. As amostras analisadas foram coletadas de
individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose (grupo FR),
pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas
(grupo SCA). As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com p6s-

teste de Dunn)

2.4. Comparacao da expressao de receptores de homing e IFN-y por células

CD4"CD28™" e CD4*CD28" nos diferentes grupos

Com relagdo as moléculas de homing, também foram observadas diferencas
entre as células CD4*CD28™" dos diferentes grupos (fig. 9). A maior parte das
diferengas ndo foi significante, mas poderia se tornar significativa com o aumento do
nimero de individuos do grupo C. As células dos controles apresentaram a maior
positividade para o CCRS, enquanto que as células CD4*CD28™" dos individuos com
fatores de risco para aterosclerose tiveram a menor expressdo do receptor. A
positividade para o CCRS nas células CD4*CD28™" de individuos dos grupos AE e
SCA foi similar, ndo havendo diferenca entre os grupos. J4 o CD161 é menos frequente

nas células de pacientes SCA, sendo mais presente em células de individuos com fatores
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de risco para aterosclerose e pacientes AE e alcangcando maior expressdo nos controles.
O CCRY7, por sua vez, tem menor positividade nas células de individuos do grupo FR e
nos pacientes SCA, sendo mais expresso nas células de pacientes AE e controles.

Com relacdo a expressdo de IFN-y ex vivo (fig. 9), foram detectadas apenas
diferengas significativas entre as células CD4*CD28™" dos grupos FR e AE, sendo a

mediana maior nos pacientes AE e menor nos individuos com fatores de risco para

aterosclerose.
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Figura 9. Porcentagem de células positivas para os receptores celulares indicados e IFN-y na
populacio CD4*CD28™" em amostras de CMSP ex-vivo. As amostras avaliadas foram coletadas
de individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose (grupo FR),
pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas
(grupo SCA). As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com

pos-teste de Dunn)

Nio houve diferenca entre os grupos quanto a positividade para CCRS nas
células CD4"CD28" (fig. 10). Entretanto, as células dos pacientes AE e dos individuos
portadores de fatores de risco para aterosclerose apresentaram menor positividade para

0 CD161 em relagdo as células dos pacientes SCA e dos controles. J4 o CXCR3 ¢ mais
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frequente nas células CD4'CD28" de pacientes SCA, enquanto que a menor
positividade para tal marcador € encontrado nas células de pacientes AE. Os grupos FR
e C, por sua vez, apresentam expressao intermedidria de CXCR3, sendo a positividade
para esse marcador bastante similar entre os dois grupos. O CCR7 possui positividade
similar nas células CD4"CD28" de pacientes AE e individuos com fatores de risco para
aterosclerose, mas € mais frequente nas células de individuos controles e de pacientes
com sindromes coronarianas agudas.

Com relacdo a expressdo de IFN-y ex vivo (fig. 10), foram encontradas
diferengas significativas apenas entre as células CD4"CD28" de pacientes AE e

controles, sendo a mediana maior nos pacientes AE e menor nos controles.
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Figura 10. Porcentagem de células positivas para os receptores celulares indicados e IFN-y
populagdo CD4"CD28" em amostras de CMSP ex vivo. As amostras avaliadas foram coletadas
de individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose (grupo FR),
pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas
(grupo SCA). As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com pds-

teste de Dunn).
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As diferencas observadas na positividade para granulos citotoxicos entre células
CD4*CD28™" dos individuos com fatores de risco para doenca coronariana (grupo FR)
e individuos controle (grupo C) indicam que os fatores de risco mais prevalentes para
doenca aterosclerdtica, como dislipidemia, diabetes e hipertensdo, ji sdo suficientes
para causar alteragdes nas células CD4*CD28™", tornando-as mais citotéxicas e
adesivas. Nesse sentido, foram feitas correlages para determinar se a positividade para
os diversos marcadores analisados nos grupos FR, AE e SCA estava diretamente
relacionada com os perfis lipidico e glicémico e os niveis de pressdo arterial dos

individuos dos respectivos grupos.

2.5. Correlacao entre parametros bioquimicos e expressao de granulos citotoxicos,

receptores de homing e IFN-y em células CD4*CD28™"

Niao foram encontradas correlagdes entre a positividade para os marcadores
analisados e os parimetros bioquimicos dos individuos do grupo FR e pacientes do
grupo SCA (dados ndo mostrados). Entretanto, com relagdo aos individuos do grupo
AE, constatamos que existe uma correlacdo diretamente proporcional entre a

null

porcentagem de células CD4"CD28™" positivas para granzima B e CD161 e os niveis
séricos de colesterol total (figs. 11 e 12) e LDL colesterol (figs 13 e 14). Além disso,
detectou-se uma correlagdo inversa entre a porcentagem de células positivas para
CXCR3 e granzima B no pool de células CD4*CD28™" desses pacientes e os niveis de

pressdo sistdlica (figs. 15 e 16), assim como entre a frequéncia de células CD4" cp2g™!

CXCR3" e os niveis de pressio diastdlica (fig. 17).
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Figura 11. Correlagdo entre a concentragdo sérica de colesterol total e a porcentagem de
células de células CD4*CD28™" granzima B* em pacientes AE (grupo AE). r = 0,55; p
= 0,02 (Spearman)
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Figura 12. Correlagdo entre a concentragdo sérica de colesterol total e a porcentagem de
células CD4*'CD28™" CD161* em pacientes AE (grupo AE). r = 0,47; p = 0,03

(Spearman)
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Figura 13. Correlagdo entre a concentracdo sérica de LDL-colesterol e a porcentagem

de células CD4*CD28™" granzima B* em pacientes AE (grupo AE). r = 0,45; p = 0,04

(Spearman)
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Figura 14. Correlagdo entre a concentracdo sérica de LDL-colesterol e a porcentagem
de células CD4*CD28™" CD161* em pacientes AE (grupo AE). r = 0,41; p = 0,04

(Spearman)
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Figura 15. Correlacdo entre os niveis de pressdo sistdlica e a porcentagem de células

CD4*CD28™" CXCR3" em pacientes AE (grupo AE). r =-0,58; p = 0,01 (Spearman)
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Figura 16. Correlacdo entre os niveis de pressdo sistélica e a porcentagem de células
CD4*CD28™" granzima B* em pacientes AE (grupo AE). r = -0,53; p = 0,04

(Spearman)
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Figura 17. Correlacdo entre os niveis de pressdo diastdlica e a porcentagem de células

CD4*CD28™" CXCR3* em pacientes AE (grupo AE). r = - 0,49; p = 0,04 (Spearman)

3. Anélises apos estimulacio em cultura com anti-CD3 e ionoféro de

calcio

Além dos experimentos ex-vivo, foram realizados ensaios de estimulacdo das
CMSP em cultura para deteccdo de citocinas. Ap6s 6h de estimulo com anti-CD3 e
iondforo de calcio, houve aumento da porcentagem de células positivas para IFN-y e
TNF-a na populagio CD4*CD28™" de individuos dos grupos C, FR, AE e SCA,
enquanto o aumento da positividade para as citocinas na populagio CD4"CD28" foi
alterada em uma magnitude muito menor (figs 18 e19).

Comparando-se os grupos estudados, ndo houve diferencas significativas na
frequéncia de células IFN-y" na populagdo CcD4*CcD2g™! apds estimulacdo com anti-
CD3 e ionoforo de célcio (fig. 18). Entretanto, foi possivel observar um menor aumento

do ndmero de células positivas para IFN-y no pool de células CD4*CD28™" dos
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pacientes AE do que dos individuos com fatores de risco. Surpreendentemente, as
células do grupo controle apresentaram o maior aumento na positividade para IFN-y
apos estimulo. As células dos pacientes com SCA apresentaram niveis de positividade
para IFN-y semelhantes aos controles, porém ainda baixos em relacdo ao esperado.

A estimulacdo com anti-CD3 e iondforo de cdlcio induziu um aumento
significativamente maior da frequéncia de células TNF-a" no pool de células
CD4*CD28™" de pacientes SCA e de individuos com fatores de risco para aterosclerose
comparado aos pacientes AE, sendo que as células CD4*CD28™" dos individuos SCA
exibem o maior aumento de positividade para a citocina entre os grupos estudados (fig.
18). Apesar de ndo ser estatisticamente significativo, nota-se que o aumento da
positividade para TNF-o nas células CD4*CD28™" de controles apés estimulagio com
anti-CD3 e ion6foro de célcio € menor do que nas células CD4*CD28™" de individuos

com fatores de risco para aterosclerose. A populacdo CcD4*CD2s™"!

de pacientes AE
apresenta 0 menor aumento no ndmero de células TNF-a" ap6s estimulo entre os grupos

estudados.

81



90
=]

) O
g 80+ o [
= oo -.-
[7]
8 70+ .I O u = -
» Egm O -
S 604 " m = me
3 - oo ol o, n
o O — g
3 50+ = O o
2 B o = = -
S 40 o - m oo u
2 304 | O l.
E O [ O

i m| u O m
3 20 o" = - e® oo T°L -
[}] =] -]
© _ O | - oo
2 10 | .:. ood || .-.

m| Hpm =
0 T T ! T ! I;I T T
Controle FR AE SCA Controle FR AE SCA
IFN-vy TNF-o

Figura 18. Porcentagem de aumento do nimero de células positivas para IFN-y e TNF-
o na populagio CD4*CD28™" em amostras de CMSP ap6s estimulagio em cultura. As amostras
avaliadas foram coletadas de individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco
para aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com
sindromes coronarianas agudas (grupo SCA). As células foram estimuladas com anti-CD3 e
iondforo de célcio por 6h. As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal-

Wallis, com pds-teste de Dunn)

Os diferentes grupos também foram comparados no que diz respeito a expressao
de IFN-y e TNF-0 na populagio CD4*CD28" apés 6h de estimulo com anti-CD3 e
ion6foro de célcio (fig 19). Com relacdo ao aumento de positividade para o IFN-y, nota-
se que a populagdo CD4"CD28" de individuos com fatores de risco apresenta 0 menor
aumento de células positivas para tal citocina em compara¢do com 0S outros grupos,
sendo a diferenca com relacdo ao grupo SCA estatisticamente significativa. No que diz
respeito a0 TNF-a, nota-se que as células CD4"CD28" dos individuos com SCA

apresentam um grande aumento na positividade para a citocina apds estimulo. Dessa
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maneira, nota-se que a populacio CD4"CD28" apresenta uma pequena capacidade de
producdo de citocinas inflamatérias em todos o grupos, sendo a populacio
CD4*'CD28™" a principal produtoras de IFN-y e TNF-a. Apenas no grupo SCA, o qual
apresenta o estado inflamatério de maior magnitude, o pool de células CD4"CD28"
apresenta uma capacidade inflamatdria considerdavel, sendo ativado para a producdo de

IFN-y e TNF-a (principalmente TNF-a).
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Figura 19. Porcentagem de aumento do nimero de células positivas para IFN-y e TNF-
o na populagio CD4"CD28" em amostras de CMSP ap6s estimulagdo em cultura. As amostras
avaliadas foram coletadas de individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco
para aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina estidvel (grupo AE) e pacientes com
sindromes coronarianas agudas (grupo SCA). As células foram estimuladas com anti-CD3 e
iondforo de célcio por 6h. As barras horizontais representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal-

Wallis, com pds-teste de Dunn)

83



4. Analises apos estimulacao em cultura com LPS

As células CD4" dos diferentes grupos (C, FR, AE e SCA) também foram
analisadas quanto a expressdo de granulos citotoxicos e receptores de homing nas
populacdes CcD28™" e CD28" apo6s estimulacdo com LPS por 48 h. Com relagdo aos
grianulos citotoxicos, nota-se que a populagio CD4*CD28™" de todos os grupos se
comporta de maneira semelhante, sendo que hd uma diminui¢do da porcentagem de
células positivas para granzimas A e B apds estimulo com LPS (tab. 3). Ainda na
tabela 3, nota-se que a frequéncia de linfécitos CD4*CD28™" positivos para perforina
também cai apds estimulacdo com LPS, mas tal diminui¢do € significativa apenas nos
grupos C e AE. Finalmente, observa-se que a granulisina ndo tem sua expressio alterada
no pool de células CD4*CD2g™" apods o estimulo com LPS em praticamente todos os
grupos, sendo que apenas no grupo C houve diminui¢@o estatisticamente significativa
na porcentagem de células positivas para o granulo.

Diferentemente, a populagio CD4'CD28", de maneira geral, nio apresenta
alteracdes significativas na expressido de granulos citotdxicos, sendo a porcentagem de
células positivas para os granulos muito pequena tanto antes quanto apds a estimulacio
com LPS (tab. 4). Entretanto, houve aumento da expressdo de granzima B no pool de
células CD4"CD28" dos pacientes AE apés o estimulo, demonstrando que a produgio
de tal granulo € alterada em ambiente inflamatdrio, aumentando o poder citotdxico das
células. No entanto, mesmo apés o estimulo, a porcentagem de células CD4"CD28"
positivas para granzima B é muito pequena, sendo que tal populagdo ndo deve
representar fonte importante do granulo.

Com relacdo as moléculas de homing, nota-se que a porcentagem de células
cp4*cp2g™! positivas para CCRS diminui drasticamente apds estimulo com LPS, fato

que ocorreu em todos os grupos (tab. 5). J4 o CD161, apds estimulacdo, tem sua
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positividade aumentada nas células cD4*CD28™! dos grupos C, FR, AE e SCA, embora
as diferencas ndo sejam significativas. Ainda na tabela 5, nota-se que a frequéncia de
linfécitos CD4*CD28™" positivos para o CXCR3 aumenta apds estimulo com LPS no
grupo AE. Finalmente, observa-se que, apds estimulacio com LPS, a expressdo de
CCR7 diminui nas células CD4*CD28™" dos individuos com fatores de risco para
aterosclerose.

De maneira similar ao que ocorre com as células CD4*CD28™", a porcentagem
de células CD4"CD28" positivas para CCR5 diminui apds estimulagdo com LPS, fato
que ocorreu em todos os grupos (tab. 6). J4 o CD161, ao contrdrio do observado na

8[1].111

populagio CD28™", tem a sua expressdo diminuida na populagio CD28* apds o

estimulo, fato que se repete nos grupos C, FR, AE e SCA, mas ¢ estatisticamente
significante apenas nos grupos FR e SCA. O CXCR3, por sua vez, estd presente em
uma maior porcentagem de células CD28" ap6s estimulo no grupo AE. Ainda na tabela
6, nota-se que houve um aumento na frequéncia de células CD28" que expressam CCR7
apds estimulacdo com LPS, o que ocorreu em todos os grupos. Chama a atencdo a

grande expressdo dessa molécula no pool de células CD28" de controles e pacientes

SCA antes mesmo da estimulacio in vitro.
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Tabela 3: Frequéncia (%) de células CD4*CD28™" de individuos do grupo controle (grupo C), individuos com fatores de risco para

aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina estivel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA) expressando

moléculas citotdxicas antes e apds estimulagdo com LPS por 48h

Granzima A Granzima B Perforina Granulisina
s/est LPS P s/est LPS P s/est LPS p s/est LPS P
Controle | 60 (41,9-75,6) | 43,1(4,7-62,4) | 0,03 | 60,6 (14-74,37) | 45(2,9-62,6) | 0,03 | 32(4,8-59,2) | 15,7(2,2-43,2) | 0,03 | 36,6 (10,1-78,9) | 24,8 (6,8-70,8) |0.06
FR 65,1 (4-95) 35,8(2,1-86,3) |<0,01| 32,9(0-65,4) 19,1 (0-60,7) |<0,01| 39(3,4-71,9) 10,4 (1,7-89) 0,3 8,7 (0-46,9) 6,8 (2-69,5) 0,7
AE 51,8 (27,4-98,5) | 35,4(6-93,4) |<0,01| 33,3(10,8-80,7) | 10,7 (2-58,3) |<0,01| 27,6 (1,7-68) 15,2 (0,6-59) |<0,01| 16,1(1,3-41,9) | 22,3 (4,1-34,4) | 0,1
SCA 48,7 (13,8-92,4) | 26 (11,8-67,4) | 0,04 30,4 (3,3-65) 20,4 (2,9-40,3) | 0,01 | 19,8 (12,1-59) | 17,2 (4,1-22,9) | 0,1 18,1 (2,7-78,9) 9,6 (2,6-28,8) 0,3
Tabela 4: Frequéncia (%) de células CD4"CD28" de individuos do grupo controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose
(grupo FR), pacientes com angina estdvel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA) expressando moléculas citotdxicas
antes e apds estimulagdo com LPS por 48h
Granzima A Granzima B Perforina Granulisina
s/est LPS p s/est LPS P s/est LPS p s/est LPS p
Controle 3,2 (0,6-7) 3,5(0.,5-74) | 0,7 0,6 (0,1-1,5) 0,8(0,1-1,9) | 0,6 0,4 (0,3-1) 0,3 (0,1-1) 0,6 1,2 (0,5-1,6) 1,2 (0,5-1,8) 1
FR 1,8 (0,7-21,4) 1,9 (0,3-18,5) | 0,9 0,6 (0,08-8,6) 1,2 (0,1-18,5) |<0,01| 1,3(0,5-4,3) 0,9 (0,2-6,2) 0,3 0,8 (0,1-2,2) 09(0,3-34) | 02
AE 1,2 (0,5-17,2) 1,6 (0,6-14,1) | 0,7 0,4 (0,07-5,75) 0,6 (0,1-42) | 03 0,8 (0,3-4) 0,7 (0,3-3,6) 0,6 0,7 (0,7-3,3) 1,1 (1-5,8) 0,1
SCA 2,5 (1,2-20,8) 29 (1,2-184) | 0,2 0,6 (0,15-4,71) 0,6 (0,2-7) 09 | 09(0,2-2,8) 0,8 (0,1-5,9) 0,6 1,8 (0,4-6,5) 2,2(1,3-5,6) | 05
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Tabela 5: Frequéncia (%) de células CD4*CD28™" de individuos do grupo controle (grupo C), individuos com fatores de risco para

aterosclerose (grupo FR), pacientes com angina estivel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA) expressando

receptores de homing antes e apds estimulagdo com LPS por 48h

CCRS CD1e61 CXCR3 CCR7
s/est LPS P s/est LPS p s/est LPS s/est LPS p
Controle | 8,0(1,3-63,4) | 2,4(0,3-4,1) | 0,06 10,6 (4,3-94,3) | 27,2(10,3-78,5) | 0,3 | 67,3 (20,5-97,3) | 54,5 (13,8-74,1) | 0,3 2,7(0-10,3) | 2,1(0,5-44) | 0,6
FR 10,5 (2,2-69,6) | 1 (0,3-6,8) <0,01 10 (0,2-41,9) 11,9 (1,1-243) | 0,5 13,8 (8,5-68,2) 16,7 (4,2-84,6) | 0,4 | 1,3(0-51,7) 0,7 (0-6,1) [0,04
AE 6,5 (0-49,5) 0,6 (0-2,5) <0,01 3,3(0-27,3) 6 (1,1-28,2) 0,1 9,9 (0,2-68,9) 24,9 (0,6-66,4) | 0,08 | 0,8 (0-12,7) | 0,4(0,1-32,8) | 0,9
SCA 12,3 (3-64,4) 1,1 (0-4,3) 0,04 10,6 (0,4-67,6) 19,3 (0-47) 0,9 | 28,3(1,8-76,5) 39,7 (1-73,5) 0,5(0-39,1) | 3,4(0,3-2,9) | 0,8
Tabela 6: Frequéncia (%) de células CD4"CD28" de individuos do grupo controle (grupo C), individuos com fatores de risco para aterosclerose
(grupo FR), pacientes com angina estavel (grupo AE) e pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA) expressando receptores de homing
antes e apds estimulagdo com LPS por 48h
CCRS CD161 CXCR3 CCR7
s/est LPS p s/est LPS p s/est LPS p s/est LPS p
Controle 1,5 (0,6-4) 0,4 (0,1-0,6) | 0,03 | 8,4(3,6-15,8) 7,2 (3-16,6) 0,3 17,6 (11,4-23,2) | 13,2(9,2-20,7) | 0,2 | 44,4 (3,6-60,4) | 68,3 (15,8-81,5) | 0,03
FR 1,4 (0,3-15,7) | 0,9 (0,1-1,5) | 0,03 | 8,1 (2,6-14,9) 6,3 (1,7-14,4) | <0,01 4,9 (1,4-14,7) 4,8 (2,3-18,8) 0,5 7,8 (2-27,9) 20,9 (3-51,7) <0,01
AE 1,4 (0,3-14) | 0,4 (0,3-1,4) |<0,01| 5,2(1,6-16) 4 (1,6-12,7) 0,1 2,8 (0,3-19,4) 3,7(0,7-66,9) | 0,05 6,1 (1,7-19) 18 (4-63,7) <0,01
SCA 2,1(0,6-3,9) 0,3(0,1-1) |<0,01]| 13,3 (2,2-32,4) | 10,6 (1,5-31,6) | <0,01 15 (5,1-43,1) 18,3 (6,3-33,5) | 0,9 29,4 (3,3-54) 40,5 (6-67,2) <0,01
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5. Determinacao da concentracao plasmatica de Proteina C reativa

A fim de se comprovar a existéncia e magnitude do processo inflamatério em curso
nos individuos FR e pacientes com AE e SCA em relacdo ao grupo controle, realizou-se a
quantificagdo da proteina C reativa (PCR), pelo método ultra-sensivel, em amostras de
plasma obtidas por puncdo venosa. Os resultados de cada um dos grupos estdo

representados na fig. 20.
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Figura 20. Concentra¢do plasmaética da proteina C reativa (mg/L). As amostras de plasma
avaliadas foram coletadas individuos controle (grupo C), individuos com fatores de risco
para aterosclerose (grupo FR), pacientes com doenca coronariana cronica (grupo AE) e
pacientes com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA). A dosagem foi realizada pelo
método ultra-sensivel, utilizando-se a técnica de nefelometria. As barras horizontais

representam a mediana. * p<0,05 (Kruskal Wallis, com pds-teste de Dunn)
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Observando-se a figura 20, nota-se que os individuos com fatores de risco para
aterosclerose apresentam maior concentracdo plasmatica da PCR quando comparados aos
individuos controles. Notamos também que, como era esperado, os niveis da PCR sdo mais
altos nos individuos do grupo SCA, que apresentam um processo inflamatério de alta
magnitude em curso. J4 os individuos do grupo AE apresentam niveis plasmaticos da PCR
apenas um pouco mais elevados do que os controles, sendo que a diferenca niao ¢é
significativa. Com relagdo aos individuos do grupo FR, os pacientes com doenca
coronariana cronica apresentam niveis plasmaticos da PCR evidentemente menores, apesar

da diferencga ainda nao ser significativa.
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Virios estudos mostraram que ocorre uma expansdo da populacdo de células
CD4*CD28™" nas manifestagdes mais graves da doenca aterosclerdtica como as SCA,
associando-as ao processo inflamatério vigente (13,14,23,28,92,93).

Fatores de risco para as doengas vasculares tém em comum o fato de ocasionar uma
inflamacao subclinica. Desta forma, diante da associacdo das células CcD4*CD28™! com
processos inflamatérios, foi levantada a hipétese que tais células pudessem ter alguma
participacdo nos quadros mais brandos das doencas cardiovasculares € ndo apenas nos
estdgios mais tardios e graves. Nesse sentido, nosso estudo € pioneiro em mostrar que ja
existem alteracOes importantes na populagdo CD4*CD28™" de individuos com fatores de
risco para aterosclerose, indicando que estas células podem atuar em diferentes fases do
processo.

Para avaliar as células CD4*CD28™" em todos os estagios da doenca
aterosclerdtica, foram analisados quatro grupos. O grupo FR corresponderia ao primeiro
estdgio do processo, no qual, além dos fatores de risco, ndo hd manifestacdo clinica da
doenca. O segundo estdgio seria representado pelos pacientes com angina estavel, que pode
evoluir para as sindromes coronarianas agudas, quadro que caracteriza o grupo SCA. O
grupo C corresponderia aos individuos controle, isto €, individuos sem fatores de risco para
aterosclerose e sem doenca coronariana.

Os grupos C, FR, AE e SCA foram avaliados quanto aos parametros demogréficos,
clinicos e laboratoriais. Quanto aos parametros demograficos, constatou-se que os grupos
ndo possuiam diferencas estatisticamente significativas quanto a média de idade. Tal fato é
importante para uma andlise fidedigna da porcentagem de células CD4*CD28™" em relagcdo

aos linfdcitos totais do sangue periférico, uma vez que a frequéncia dessas células aumenta
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com a idade (94). Os grupos diferiram quanto a propor¢dao de homens e mulheres (H/M),
sendo 10/6 no grupo C, 8/14 no grupo FR, 25/5 no grupo AE e 12/8 no grupo SCA. A
grande maioria de homens no grupo AE € um fato inesperado, uma vez que quase todos os
pacientes t€ém acima de 50 anos (média de idade de 61 anos) e sabe-se que a propor¢do de
mulheres com doenga coronariana se aproxima muito da propor¢do de homens nessa faixa
etédria, sobretudo apds a menopausa (95). Entretanto, uma explicacdo possivel seria o fato
dos pacientes do grupo serem doentes cronicos, isto €, desenvolveram a doenga hd muitos
anos, em uma faixa etdria na qual a proporcao de homens afetados é muito maior do que a
de mulheres (3:1) (96). De fato, esses pacientes ja estavam sendo acompanhados hd muito
tempo e a grande maioria se encontrava com a doenga estabilizada apds a ocorréncia de
quadros agudos (grande parte sofreu revascularizagdo prévia). J4 o grande ndmero de
mulheres no grupo FR é esperado diante do fato da maioria dos individuos ter sido
selecionada junto a um ambulatério de prevencgdo, servigo no qual as mulheres constituem,
por motivos culturais, a maioria. Entretanto, acreditamos que estas diferencas ndo tenham
afetado os resultados e conclusdes apresentadas uma vez que nio existem estudos na
literatura indicando que o sexo estd associado a alteracdes nas células CD4*CD28™".

Nao houve diferencas entre os grupos quanto a porcentagem de células
CD4*CD28™", o que € parcialmente inesperado, uma vez que outros pesquisadores
relataram aumento desse subtipo celular no sangue periférico de pacientes com quadros
agudos e mais graves (sindromes coronarianas agudas) (14,97). Liuzzo e colaboradores
(92) verificaram que nos individuos com doenga coronariana controlada e cronica e,
portanto, menos grave, a porcentagem de células CD28™" era estatisticamente igual a

encontrada nos controles. Um dos motivos de nao ter sido constatado aumento da
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porcentagem das células CD4*CD28™" em relac@o aos linfécitos totais nos individuos com
SCA poderia ser o tratamento ao qual os pacientes sdo submetidos na Unidade de
Emergéncia Referenciada do Hospital de Clinicas da UNICAMP que inclui estatinas.
Estudo recente demonstrou que as estatinas induzem uma diminuicdo da
porcentagem de células CD4*CD28™" no sangue periférico (98). As estatinas sdo
substancias desenvolvidas a partir da identificacdo de metabdlitos fingicos que bloqueavam
a sintese de colesterol (2). Nos anos 80, a administracio de andlogos sintéticos
denominados estatinas se mostraram eficientes no tratamento de dislipidemias, reduzindo
os niveis de LDL colesterol em pacientes com hipercolesterolemia (99,100). A diminui¢dao
da sintese de colesterol pelas estatinas se dd pela inibi¢do da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), responsdvel pela reducdo de
HMG-CoA em 4cido mevaldnico. Tal passo é limitante na biossintese de colesterol (101).
Trabalhos recentes, entretanto, atestam que as estatinas possuem efeitos pleotrépicos, tendo
acdo anti-inflamatoria. Altas concentragdes de rosuvastatina inibiram a adesdo de
mondcitos e a expressdo de ICAM-1, MCP-1, 1L-8, IL-6 e COX-2 em HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) estimuladas com TNF-a (102). Em consonincia com tais
resultados, o estudo JUPITER demonstrou que o tratamento com rosuvastatina reduziu a
incidéncia de eventos cardiovasculares em individuos sem hiperlipidemia, mas com altas
concentracdes séricas de PCR (103). A sinvastatina, uma das estatinas mais utilizadas na
prética clinica, modula a enzima eNOS em modelos animais contribuindo na redugdo da
disfun¢do endotelial (104). Além disso, a sinvastatina diminui a expressdao de quimiocinas e
receptores de quimiocinas em macréfagos humanos (105). A expressio de TLR4 em

mondcitos CD14 positivos também € alterada, com a diminui¢do do nimero de receptores
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na superficie das células, culminando na supressdo da resposta imune inata (106). A
sinvastina também altera a resposta imune celular e humoral in vitro e in vivo, inibindo a
ativacdo de linfécitos B e T humanos (107,108). Entretanto, muitos dos efeitos anti-
inflamatodrios das estatinas ainda sdo desconhecidos (101).

Ainda com respeito a porcentagem de células T CD4*CD28™" em relacdo aos
linfécitos totais do sangue periférico, chama a atencdo a grande variacdo observada nos
pacientes com doenca coronariana (grupos AE e SCA), o que provavelmente ndo permitiu a
observacdo de diferencas significativas entre eles. Em consonincia com nossos achados,
Alber e colaboradores (109) descreveram a grande variabilidade no ndmero dessas células
em pacientes com angina estdvel e que a expansdo dessa populacdo estaria relacionada a
uma maior extensdo e gravidade da doenca. O aumento da populacio CD4*CD28™"
também foi associado a recorréncia de eventos agudos em pacientes com angina instavel,
indicando um possivel papel nos processos patolégicos que caracterizam as SCA (93).

Quanto a porcentagem de células CD4"CD28" em relacdo aos linfécitos totais do
sangue periférico, foram observadas algumas diferencas entre os grupos. Pacientes com
angina estdvel apresentaram uma menor porcentagem de células CD4"CD28" quando
comparados aos individuos controle e aos pacientes com SCA. E interessante notar que a
porcentagem desse subtipo celular € menor nos individuos do grupo FR, mas a diferenca
em relacdo ao grupo controle s6 se torna estatisticamente significativa em pacientes AE. A
diminui¢do na porcentagem de células CD4"CD28" em relagdo aos linfocitos totais no
grupo AE também poderia ser explicada pelo fato da maioria dos pacientes do grupo fazer
uso prolongado de estatinas. Além disso, o baixo niimero de células CD4"CD28" no sangue

periférico de pacientes AE poderia ser relacionado ao sequestro desses linfocitos na placa
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aterosclerética, conforme sugerido por Fernandes e colaboradores (110). Ja nos pacientes
com SCA, a porcentagem de células CD4"CD28" ¢ similar a encontrada nos controles. Tal
achado poderia ser resultante da reativacdo da hematopoiese em resposta ao processo
altamente inflamatério em curso nesses pacientes, levando a um aumento no nimero de
leucdcitos no sangue (111)

Além da porcentagem de células CD4*CD28™" e CD4*CD28* em relagdo aos
linfécitos totais do sangue periférico, foi avaliado o fendtipo dessas duas populacdes
celulares nos quatro grupos. Nesse sentido, primeiramente foram feitas comparacdes entre
as populagdes CD28* ¢ CD28™" dentro de cada um dos grupos, sendo avaliada a expressdo
de granulos citotéxicos, moléculas de homing e citocinas inflamatdrias.

De maneira geral, todos os grupos apresentaram o mesmo perfil, com diferencas
marcantes entre as células CD28* e CD28™". As células CD28™" exibiram alta positividade
para granulos citotoxicos, expressando granzimas A e B e perforina, praticamente ausentes
nas células CD28". Tais resultados estdo de acordo com outros trabalhos na literatura, que
atestam o alto poder citotéxico das células CD4*CD28™! (112). Além disso, essas células
também expressam granulisina, molécula citotoxica previamente relacionada a lise de
microrganismos, como bactérias e fungos (113-115). Fica evidente, portanto, que as células
CD4*CD28™", diferentemente das CD4*CD28*, apresentam um arsenal de moléculas
citotéxicas que as habilitam a provocar a morte de outras células por apoptose ou por lise
direta, podendo contribuir, portanto, para a desestabilizacdo da capa fibrosa que impede a
ruptura da lesdo aterosclerética. Somado a isso, a deteccdo de granulisina, uma molécula
com atividade microbicida direta (116), indica que as células CD4*CD28™" podem ter um

papel importante no combate a agentes infecciosos. Sabe-se que pacientes com doenca
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arterial coronariana tém uma piora do quadro clinico quando acometidos por infecc¢oes
microbianas e que a incidéncia de infarto apds episddios infecciosos aumenta (117). Nesse
sentido, a ativacdo de células CD4*CD28™" em resposta a agentes infecciosos poderia
resultar em uma maior destrui¢cdo da capa fibrosa, favorecendo o agravamento do quadro
clinico. Experimentos comparando o fendtipo e o ndmero dessas células em modelos
experimentais antes e durante infec¢cdes microbianas sdo necessdrios para a comprovagao
dessa hipotese.

A populagdo CD28™" também expressa mais CCR5 e CD161 e menos CXCR3 e
CCR7 quando comparadas a populacio CD28". A alta expressdo de CCR5 e CD161 estd
de acordo com o que foi descrito por outros pesquisadores (14). Entretanto, tais estudos
analisaram apenas pacientes com angina estavel e sindromes coronarianas agudas, sendo

que o fenétipo das células CD28™"

nos controles e em individuos apenas com fatores de
risco para aterosclerose, mas sem doenca coronariana, ainda nao havia sido descrito. Nosso,
estudo, portanto, deixa claro que o perfil das células CD4*CD28™" de pacientes com
doenga coronariana (grupos AE e SCA) e individuos sem doenga aterosclerética (grupos C
e FR) é o mesmo ndo s6 com respeito as moléculas citotdxicas, mas também com relacao as
moléculas de homing.

As moléculas de homing estudadas podem estar envolvidas na migracdo das células
CD4*CD28™" para a lesdo aterosclerdtica. Foi demonstrado que o ateroma expressa
grandes quantidades de CCLS5 (RANTES), um dos ligantes para o CCRS (118). O CXCR3,
por sua vez, € o receptor da triade de citocinas CXCL detectadas no ateroma (CXCLO,

CXCL10 e CXCL11), sendo responsavel pelo enderecamento dos linfécitos do tipo Thl

para a lesdo (119). A deteccdo de CXCR3 nas células CD28™"! sugere que tal receptor
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também possa estar envolvido na migracao dessas células para o ateroma, o que ainda ndo
foi confirmado na literatura.
Chama a atencdo a menor porcentagem de células positivas para CCR7 na

populacio CD28™"

dos pacientes com doenga coronariana, j4 que Raines (91) relatou a
presenca desse receptor como caracteristica das células CD4*CD28™". Outros
pesquisadores (120) mostraram que as estatinas podem inibir a expressao de CCR7 nessa
populacdo, o que poderia explicar nosso resultado, uma vez que a grande maioria dos
pacientes analisados (grupos FR, AE e SCA) fazia uso deste medicamento. Levando-se em
consideracdo todos os resultados referentes as moléculas de homing, observamos que as
células CD28™" podem migrar a para a lesdo aterosclerdtica através de mecanismos
diferentes do que aqueles usados pelas células CD28", utilizando-se dos receptores CCRS5 e
do CD161, mas também podem chegar a placa através de mecanismos similares, através da
expressao do receptor CXCR3.

Com relagd@o as citocinas inflamatdrias, os grupos também apresentaram o mesmo
perfil, com maior frequéncia de células expressando IFN-y na populacao CD28™" do que na
populagio CD28". Entretanto, a expressdo de citocinas foi muito pequena nas amostras ex
vivo, o que pode ter prejudicado as andlises. Tal resultado € surpreendente nos pacientes
com doengas coronarianas, que exibem um processo inflamatério cronico. Outros
pesquisadores também ndo conseguiram detectar grandes quantidades de citocinas
inflamatérias nas células CD4*CD28™" ex vivo, sendo que isso s6 foi possivel apds
estimulagdo in vitro (92).

Apesar de ndo haver diferencas quanto ao perfil das células CD4*CD28™"! em

relacdo as células CD4"CD28" dentro dos diferentes grupos, verificou-se que existem
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diferencas importantes se compararmos as células CD4*CD28™" entre os grupos. Dessa
maneira, verificou-se que as populagdes CD4*CD28™" dos individuos com fatores de risco
para aterosclerose (grupo FR) e com sindromes coronarianas agudas (grupo SCA)
apresentavam alta porcentagem de células expressando granulos citototoxicos (perforina,
granzima A e granzima B), enquanto a frequéncia de células positivas em controles e
pacientes com angina estdvel era menor. A granulisina, por sua vez, apresentou
comportamento distinto dos outros granulos, sendo mais frequente nas células
CD4*CD28™" de individuos dos grupos C e AE. Diante desse quadro, fica claro que as
células de pessoas com fatores de risco para aterosclerose, controles, pacientes AE e
pacientes SCA apresentam potenciais citotoxicos diferentes. Nesse sentido, vemos um
nimero maior de células CD4*CD28™" em pacientes SCA apresentando capacidade
citotéxica do em pacientes AE, o que contribuiria para o quadro mais grave observado
nesse grupo. Os pacientes AE, por sua vez, apresentam uma maior frequéncia de células
CD4*'CD28™" lesivas em relacdo aos controles. Chama a atencdo, entretanto, a alta
porcentagem de células CD4*CD28™" expressando perforina e granzimas nas pessoas com
fatores de risco para aterosclerose, com medianas superiores as presentes em pacientes AE
e controles, sendo equipardveis aos valores encontrados nos pacientes SCA. A diferenca
observada em relagcdo aos pacientes AE, os quais ja tém doenga corondria e, portanto, um
quadro mais grave, poderia ser explicada em parte pelo uso prolongado de estatinas.
Entretanto, uma interpretacdo mais provdavel seria a degranulacio dessas células nas lesdes
aterosclerdticas. Apds degranulacdo nas lesoes, tais células seriam estimuladas a produzir

altas quantidades de moléculas citotoxicas, contribuindo para a ocorréncia de SCA.
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Portanto, os resultados sugerem que a populagdo CD4*CD28™" adquire alta capacidade
citotéxica nos individuos com fatores de risco para a aterosclerose.

Também foram constatadas pequenas diferencas entre as células CD4*CD28™" dos
diferentes grupos em relacdo as moléculas de homing. O CD161 foi menos frequente nas
células CD4*CD28™" de individuos do grupo SCA, alcangando positividade intermedidria
nos pacientes com angina estavel e individuos com fatores de risco para aterosclerose e
atingindo frequéncia méxima nos controles. Entretanto, nenhuma dessas diferencas foi
estatisticamente significante, refletindo a grande variacdo que existe entre os individuos de
um mesmo grupo. A frequéncia de células CCR7* foi maior nas populagdes CD4*CD28™"
de pacientes AE e controles, sendo que as diferencas entre o grupo C e FR e entre os grupos
AE e SCA foram estatisticamente significativas. Tais resultados indicam que os fatores de
risco podem alterar a expressdao de moléculas envolvidas na migracdo das células
CD4*CD28™" para o ateroma (como o CDI161), capacitando as células a migrarem
rapidamente para o local. Nesse sentido a diminuicdo da porcentagem de células
CD4*CD28™" expressando CD161 em individuos do grupo FR quando comparados aos
individuos controle sugere que tais células podem estar na periferia, agindo nas lesdes
iniciais (pré-aterosclerdticas) dos vasos sanguineos. O fato das células dos pacientes AE
apresentarem menor positividade para CD161 em relacdo as células dos controles sugere
que os linfécitos CD4*CD28™" desses individuos migram para o ateroma, pois tal molécula
estd envolvida na migracdo e retencao das células na lesdo e, portanto, os linfécitos que as
expressam estariam no ateroma e nao no sangue periférico. O recrutamento de linfdcitos
CD4*CD28™" seria intensificado ao grau maximo nos individuos SCA, ji que o grupo

apresenta a menor frequéncia de células CD4*CD28™" expressando CD161 no sangue
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periférico entre os grupos estudados, culminando com a ocorréncia dos quadros agudos. De
acordo com essa hipétese, portanto, as células CD4*CD28™" poderiam ter efeitos lesivos
em pacientes com doenca aterosclerdtica mais branda ou em estdgios mais iniciais.

Com relagdo as citocinas inflamatdérias, as comparagdes entre as células
CD4*CD28™" ex vivo entre os grupos foi prejudicada pela pequena porcentagem de células
expressando as moléculas, conforme anteriormente discutido. Entretanto, hd de se esperar
que as células de pacientes com doengas coronarianas tenham maior positividade para IFN-
v do que as células de individuos controle, uma vez que possuem um processo inflamatorio
de maior magnitude, conforme demonstrado pelos niveis de PCR. Entretanto, houve
diferenca significativa apenas entre os individuos dos grupos FR e AE, sendo a positividade
para IFN-y maior nas células CD4*CD28™" dos individuos com angina estavel.

Os resultados mostraram, portanto, que ha alteracdes na populagcdao CD4*CD28™" ex
vivo de individuos com fatores de risco para aterosclerose em relagdo aos controles. Uma
maneira de se verificar se os fatores de risco estdo envolvidos com a expressdo das
moléculas analisadas € através de correlacdes entre os marcadores analisados ex vivo e os
parametros bioquimicos e niveis pressoricos. Diante disso, o fato de ndo serem encontradas
correlagdes no grupo FR € surpreendente, mas pode ser explicado pelo nimero pequeno de
dados nas correlacdes. No grupo AE, onde a quantidade de dados para as correlagdes foi
maior, foram encontradas associacdes inversamente proporcionais entre 0s niveis
pressoricos e a porcentagem de células CD4*CD28™" positivas para o CXCR3 e para a
granzima B, enquanto os niveis de colesterol total e LDL colesterol foram diretamente
proporcionais 2 positividade para CD161 e granzima B na populagio CD4*CD28™" . Essa é

uma indicacdo direta de que os fatores de risco de risco para aterosclerose, como a
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dislipidemia e a hipertensdo, modificam as caracteristicas das células CD4*CD28™" dos
pacientes AE, fato que poderia também ser observado nos outros grupos, se aumentado o
tamanho amostral. Além disso, as correlacdes indicam que diferentes fatores de risco
podem atuar de diferentes maneiras. Nesse sentido, a dislipidemia aumentaria a atividade
citotéxica e a capacidade adesiva da populacido CD4*CD28™" através do aumento da
frequéncia de células positivas para granzima B e CDI161, enquanto a hipertensdao
provocaria a degranulacio das células e a migracio das mesmas para a placa
aterosclerdtica, o que explicaria a correlagdo negativa desse parametro com a positividade
para CXCR3 e granzima B na populagdo CD4*CD28™" dos pacientes AE.

Além da comparagio das células CD4*CD28™", os diferentes grupos foram
avaliados quanto a diferencas com relacdo as células CD4"CD28" ex vivo. Nao foram
encontradas diferengas na porcentagem de células positivas para perforina e granzimas A e
B nas populagdes CD4"CD28" dos grupos. Entretanto, houve diferenca estatisticamente
significante quanto a positividade para a granulisina, sendo tal granulo mais frequente nas
células dos grupos AE e SCA em comparacdo com o grupo FR. H4 de se destacar, porém,
que os granulos citotdxicos quase ndo estdo presentes nesse tipo celular, indicando que as
células CD4"CD28" nio possuem capacidade citotoxica significativa. A frequéncia de
células CD4"CD28" ex vivo expressando citocinas inflamatérias também € muito baixa,
indicando que tal tipo celular possui reduzida capacidade inflamatéria, sendo que ha
diferenca estatistica na positividade para IFN-y apenas entre os grupos C e AE, com maior
porcentagem de células positivas para a citocina no grupo AE. Também foram encontradas
diferencas entre os linfécitos CD4"CD28" dos diferentes grupos em relacio as moléculas de

homing, com maior positividade para CD161 nas células de pacientes com angina estavel e
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individuos portadores de fatores de risco para aterosclerose. J& CXCR3 estd presente em
um ndmero maior de células nos individuos do grupo SCA, enquanto a menor positividade
para tal marcador é encontrada nas células de pacientes AE. Os grupos FR e C apresentam
porcentagens intermedidrias de células expressando o receptor. O CCR7, por sua vez, €
mais frequente nas células de controles e individuos com SCA.

Levando-se em consideracdo todos os resultados para as moléculas de homing
(CCR5, CXCR3 e CCR7), vemos que as células CD4"CD28" poderiam ter um padrio de
migracdo para a lesdo aterosclerdtica distinto daquele observado para as células
CD4*CD28™"". Nesse sentido, o CCR5 ndo seria primordial para a migracdo das células
CD4"CD28", uma vez que niio hd alteracdo da frequéncia de células positivas para esse
marcador nos individuos dos diferentes grupos, sendo a positividade nas células dos
pacientes e dos individuos portadores de fatores de risco para aterosclerose igual a
encontrada nas células dos controles. O CD161, por sua vez, poderia ter um papel
significativo, uma vez que a frequéncia de células positivas para o receptor € menor nos
pacientes AE e nos individuos com fatores de risco para aterosclerose, sugerindo uma
migragdo das células CD161" para as lesdes nos vasos sanguineos. Nos individuos com
SCA, a positividade para o CD161 volta a ser maior na populacdio CD4"CD28", sugerindo
que tal marcador pode ter um papel na migracdo das células para a lesdao apds as mesmas
serem reativadas. O padrdao de expressio do CXCR3 nas células dos diferentes grupos
indica que esse receptor também pode ter um papel importante na migracao dos linfécitos
para o ateroma, ja que a positividade € menor nas células dos individuos do grupo AE,
sugerindo que as células CD4"CD28" CXCR3" estdo migrando para a lesdo. De maneira

similar ao CD161, a frequéncia desse marcador volta a ser maior na populacio CD4"CD28"
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de pacientes SCA, indicando um papel importante desse marcador na migracdo para o
ateroma ap0s as células serem reativadas. Finalmente, a menor porcentagem de células
positivas para o CCR7 nos individuos dos grupos FR e AE indica que os individuos
controle possuem uma maior quantidade de células naive. Chama a atencdo a alta
frequéncia de células positivas para o CCR7 na populacio CD4"CD28" de individuos com
SCA, o que indica que hd recrutamento de células naive para os linfonodos para ativagao.
Nesse sentido, uma parte das células CD4"CD28" pode ser naive, se dirigindo aos
linfonodos para serem ativadas, sendo que as células dos individuos do grupo FR ja
estariam passando por essa etapa. Uma vez ativadas, tais células migrariam, via CXCR3 e
CD161, para o ateroma. A outra parte das células CD4"CD28", que seriam de memoria, jd
expressaria CXCR3 e migraria diretamente para a placa. A populacio CD4*CD28™", por
sua vez, seria formada apenas por células de memoria, que migrariam diretamente para a
lesdo, principalmente via CCR5 e CD161, sem necessidade de ativagao nos linfonodos.
Além das andlises ex vivo, as células CD4*'CD28™" e CD4*CD28" foram
estimuladas em cultura com anticorpo estimulatério anti-CD3 e iondéforo de célcio para
andlise da producido de citocinas. Primeiramente, a populagcdo CD4*CD28™" foi comparada
com a populagio CD4"CD28" dentro de cada grupo. Nesse sentido, observou-se que a
populacao CD4*CD28™" de pacientes com doenca coronariana (grupos AE e SCA) era
altamente inflamatéria quando comparada a populagio CD4"CD28", apresentando um
maior nimero de células produtoras de IFN-y e TNF-a apds estimulo. Nesse sentido, as a
populacao CD4*CD28™" seria a principal fonte de citocinas inflamatérias. Nossos
resultados estdo de acordo com o que foi relatado previamente na literatura, sendo que

outros pesquisadores ja haviam constato que a quantidade de IFN-y no sobrenadante de
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culturas de PBMC ap6s estimulacdo € diretamente proporcional ao nimero de células
CD4*CD28™", indicando que essas células sdo as principais produtoras dessa citocina em
individuos com doenca coronariana (92). Nosso estudo mostra que esse mesmo padrdao
encontrado nos pacientes com DAC se repete nos controles e nos individuos com fatores de
risco para aterosclerose, sendo que o aumento do nimero de células expressando IFN-y e
TNF-a é muito maior na populacio CD4*CD28™" do que na populacio CD4*CD28* desses
individuos.

Quando comparamos a capacidade inflamatéria da populagdo CD4*CD28™" dos
diferentes grupos, observamos que, com relacdo a producao de TNF-a apds estimulacdo in
vitro, as populacdes celulares se mostraram heterogéneas. Nota-se que a porcentagem de
células positivas para TNF-a aumenta na populagdo CD4*CD28™" de individuos com
fatores de risco para aterosclerose, sugerindo que fatores como a dislipidemia e a

hipertensdo tornam a populacdo CD28™"

mais inflamatéria. A maior frequéncia de células
positivas para o TNF-a se d4 nos pacientes com SCA, o que era esperado, uma vez que,
como demonstrado pelas altas concentracdes da PCR, esse grupo apresentou o estado
inflamatério de maior intensidade. Chama a atencdo a pequena frequéncia de células
positivas para TNF-a na populacdo CD28™" dos pacientes AE, com niveis de positividade
similares aos controles. Tal fato € inesperado, mas pode, mas pode refletir uma regulacao
diferencial dos genes do TNF-a e do IFN-y. Nesse contexto, o gene do TNF-a seria ativado
primeiro, em situacdes de inflamacdo subclinica, como ocorre nos pacientes com fatores de
risco, favorecendo a expressao de moléculas de adesdo. Nos pacientes AE, com doenca

. . L, 1 . . - .
coronariana estabelecida, as células CD4"CD28™" migrariam para a lesdo e seriam

ativadas, passando a produzir preferencialmente IFN-y. A produg¢do de TNF-a seria
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retomada, entdo, paulatinamente, sendo que um grande nimero de células seria positiva
para a citocina nos individuos com sindromes coronarianas agudas. Outra explicacdo
possivel seria a regulacdo diferenciada da producdo de TNF-a frente a estatina entre os
grupos FR e AE.

Com relacdo a producdo de IFN-y apds estimulacdo in vitro, observamos que,
apesar das diferencas ndo serem significativas, a porcentagem de células produtoras de
IFN-y é maior na populagio CD4*CD28™" de controles do que na de individuos com
fatores de risco para aterosclerose, sendo que a positividade para a citocina atinge o nivel
minimo na populacio CD4*CD28™" de pacientes AE. Nos pacientes com SCA, a
porcentagem de células positivas para IFN-y na populagcdo CD4*CD28™" apods estimulo é
semelhante a encontrada nos controles. Tais fatos sdo inesperados, uma vez que os
pacientes com AE e SCA apresentam niveis de citocinas inflamatdrias levemente
aumentados e os individuos com fatores de risco para a aterosclerose se encontram em
estado inflamatdrio subclinico. Entretanto, como apontado anteriormente, muitos pacientes
dos grupos FR, AE e SCA tomam estatinas, as quais possuem comprovadas ac¢des anti-
inflamatérias. Dessa maneira, a menor frequéncia de células positivas para IFN-y na
populacao CD4*CD28™" poderia ser resultado de efeitos anti-inflamatérios diretos ou
indiretos dessa classe de medicamento. Outra explicacdo possivel € a de que nos controles a
populacao CD4*CD28™" ndo estio sendo constantemente ativadas, mantendo sua
capacidade total de producgdo de citocinas inflamatdrias, enquanto nos pacientes AE e SCA
e nos individuos com fatores de risco ela perdeu parte da sua capacidade inflamatéria por

estar constantemente em estado de ativagao.
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Os diferentes grupos também foram comparados com respeito a produgdo de IFN-y
e TNF-a pela populagdo CD4"CD28" apés estimulo com anti-CD3 e ionéforo. Observou-se
que o aumento da positividade o para o IFN-y nas células CD4"CD28" se deu em igual
magnitude para todos os grupos, exceto para os individuos com fatores de risco para a
aterosclerose, que apresentaram uma menor porcentagem de células positivas para a
citocina apds o estimulo, sendo que a diferenca em relacdo ao grupo de pacientes com SCA
foi significativa. No que diz respeito ao IFN-y, apenas os individuos com SCA
apresentaram um grande nimero de células positivas na populagio CD4"CD28" apés as 6hs
de incubacdo. Tais fatos atestam que a populacio CD4'CD28" apresenta uma pequena
capacidade inflamatoria, sendo ativada de maneira importante somente em estigios mais
graves da doenga aterosclerética, onde a magnitude da inflamagdo é muito maior, como
ocorre nos pacientes com SCA. Nesses quadros inflamatérios, a populagio CD4"CD28"
pode produzir preferencialmente IFN-y, mas em menor magnitude que a populacdo
CD4*'CD28™"". Dessa maneira, as células CD4*CD28™" sdo as principais produtores de
IFN-y e TNF-a nas doencas coronarianas obstrutivas. Ha de se destacar que tais células sdao
ativadas em inflamacdes subclinicas, como ocorre nos individuos com fatores de risco para
aterosclerose, produzindo preferencialmente TNF-a. Nos quadros mais graves, as células
CD28™" passam, provavelmente, a produzir mais IFN-y.

A estimulacdo das CMSP dos diferentes grupos com LPS por 48hs foi utilizada para
se avaliar a resposta das populagdes de células CD4" frente a um estimulo inflamatério
prolongado de grande magnitude. Além disso, o LPS se liga ao TLR4 (121), expresso em
macréfagos (122), receptor também capaz de se ligar ao LDL oxidado (123). Portanto, o

LPS € capaz de ativar os macr6fagos de maneira similar a que ocorre na placa
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aterosclerética, ativando vias de sinalizacdo similares aquelas iniciadas pela molécula
desencadeadora da aterosclerose. O TLR4 também estd associado com a resposta a
microrganismos patogénicos. Portanto, o estimulo das CMSP com LPS também mimetiza
infeccOes por agentes microbianos. A acdo de patégenos pode desempenhar papel
importante na doenca aterosclerédtica, sendo que linfécitos T especificos para a HSP65 de
C. pneumoniae foram detectados em lesdes humanas (124).

Ap6s estimulacdo das CMPS com LPS, a porcentagem de células positivas para as
granzimas A e B no pool de células CD4*CD28™" diminui, fato que ocorre em todos os
grupos. O mesmo acontece com relagdo a perforina, embora as diferencas sejam
significativas apenas no grupo controle e no grupo AE, devido a grande variabilidade
quanto a expressdo desta molécula nos grupos FR e SCA. A granulisina, por sua vez,
mostrou um comportamento diferente dos outros granulos, sendo que o estimulo com LPS
provocou mudangas significativas apenas na populacio CD4*CD28™"! do grupo C,
resultando na diminui¢do da porcentagem de células positivas para o granulo. Tais dados
demonstram, de maneira indireta, que as células CD4*CD28™" de todos os grupos
degranulam em ambientes inflamatdrios, liberando granzimas A e B e perforina para meio.
Portanto, nosso estudo sugere que o ambiente altamente inflamatério gerado pela ativagao
de macréfagos nas placas ateroscleréticas leva a degranulacio das células CD4*CD28™", o
que pode acarretar desestruturagdo da capa fibrosa e da matriz extracelular nas lesdes.
Nesse sentido, a granzima A, a granzima B e a granulisina sdo capazes de gerar a apoptose
das células, enquanto a perforina é necessdria para que as granzimas possam agir,
provavelmente participando do processo de liberagdo das granzimas do endossomo das

células-alvo e auxiliando no transporte das mesmas para o nucleo, onde elas ativam as vias
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de sinalizacdo de apoptose (125). A morte de células endoteliais e de células musculares
lisas enfraquece a capa fibrosa dos ateromas, tornando-a mais propensa a ruptura. Nakajima
e colaboradores demonstraram que as células CD4*CD28™" sio capazes de lisar células
endoteliais (14). Além de provocar apoptose, a granzima B provoca a desestruturagdo da
matriz extracelular pela clivagem de fibronectina, vitronectina e laminina (126). Nosso
estudo mostra, portanto, que o estimulo inflamatério prolongado de alta magnitude pode ser
o gatilho para a degranulacdo das células CD4*CD28™" que ocorre nao s6 nas SCA, mas
também pode estar presente nos pacientes AE.

A populacdo CD4"CD28", por sua vez, ndo apresenta alteracdes significativas na
expressdo de granulos citotéxicos, sendo as porcentagens de células positivas para os
granulos muito pequenas tanto antes quanto apds a estimulacdo com LPS. O aumento da
frequéncia de células granzima B* no pool de células CD4"CD28" dos pacientes AE apés o
estimulo inflamatério, apesar estatisticamente significativo, é muito pequeno e ndo deve
levar a um aumento significativo na citotoxidade da populacdo. Portanto, os dados
mostram, de maneira geral, que a porcentagem de células CD4'CD28" positivas para
moléculas citotéxicas ndo € alterada em resposta a um estimulo inflamatério prolongado de
alta magnitude.

Com relacdo a expressdao de receptores de homing, a populacdo CD4*CD28™"
apresentou diminui¢do da positividade para CCRS apds estimulo com LPS, fato que
ocorreu em todos os grupos. Entretanto, o CD161, apds estimulacdo, tem sua frequéncia
aumentada nas células CD4*CD28™" de todos os grupos, embora as diferencas nao tenham
sido significativas. O CXCR3 também estd mais presente nas células dos pacientes AE

ap6s estimulacdo. A positividade para o CCR7, por sua vez, diminui nas células

110



CD4*CD28™" do grupo FR. Coletivamente, tais resultados mostram que a populagdo
CD4*CD28™" altera a expressdo de receptores de homing frente a estimulo inflamatério
prolongado de alta magnitude. Os dados ainda sugerem que, uma vez no ambiente
inflamatério do ateroma, as células CD4*CD28™! alteram seus receptores. Portanto, o
mecanismo de retencdo das células na placa aterosclerdtica pode ser diferente do
mecanismo de recrutamento, sendo o primeiro mais dependente de CCRS e o segundo mais
dependente de CXCR3 e CDI161. Entretanto, na ocorréncia de processo infeccioso, 0s
mecanismos de migracdo e retencdo das células na placa podem ser semelhantes,
dependentes principalmente de CXCR3 e CD161.

De maneira similar ao que ocorre com a populacdo CD4*CD28™", a frequéncia de
células expressando receptores de homing se altera na populacio CD4'CD28" apés
estimulagdo com LPS. De maneira similar ao que ocorre com as células CD4*CD28™" | a
positividade para CCR5 diminui nas células CD4"'CD28" apés o estimulo, enquanto a
porcentagem de células CD161" diminui, fatos que ocorrem em todos os grupos. O CXCR3
passa a ser expresso em uma maior porcentagem de células do grupo AE ap6s estimulo. Ja
o CCR7 tem sua expressdo induzida em um grande nimero de células da populagdo
CD4"CD28" apés estimulo. A porcentagem de células expressando CCR7 j4 € alta no pool
de linfécitos CD4"CD28" sem estimulo de controles e pacientes SCA. Coletivamente tais
resultados mostram que as células CD4"CD28" podem ser menos dependentes de CD161
para retencdo nas placas, sendo o CXCR3 o principal responsavel. Além disso, o aumento
da expressdao de CCR7 e a leve diminui¢@o da positividade para o CCRS frente a estimulo
inflamatdrio sugerem que uma parcela importante da populacio CD4"CD28" € naive e,

portanto, precisa ser direcionada para os linfonodos para haver a apresentacdo de antigeno e
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a consequente ativagio das células. Dessa maneira, sabe-se que os linfécitos CD4"CD28"
tém a sua atividade dependente da ativacdo antigénica, enquanto as células CD4*CD28™"
possuem atividade inflamatoria e citotoxica independente de ativacdo prévia via TCR (14).
Diante dos resultados expostos anteriormente, fica claro que a populagdo de células
CD4*CD28™" possui alta capacidade lesiva, podendo contribuir com processos patologicos
de cardter inflamatdrio. Portanto, a fim de se verificar a existéncia de processo inflamatério
em curso nos individuos dos diferentes grupos e se determinar a magnitude de tais
processos, realizou-se a dosagem da proteina C reativa pelo método ultra-sensivel. Os
resultados mostraram que os individuos com fatores de risco para aterosclerose apresentam
uma concentracao plasmatica da PCR significativamente maior que o grupo controle e
levemente aumentada em relacdo aos individuos do grupo AE. Tais resultados estdo de
acordo com o que foi relatado na literatura, ja que Sesso e colaboradores (47) detectaram
niveis elevados de PCR em individuos com hipertensdo arterial (fator de risco presente em
quase todos os individuos do grupo FR). Uma vez que a PCR é um marcador
rotineiramente utilizado para deteccio e acompanhamento de processos inflamatorios,
sendo altamente sensivel (127), fica evidente que tais individuos apresentam um processo
inflamatério cronico subclinico. Dessa maneira, o processo inflamatério cronico pode
contribuir para o maior risco para doengas cardiovasculares nesses individuos. Diante dos
resultados expostos anteriormente, o pool de células CD4*CD28™!" encontra-se mais
ativado no grupo FR, sendo altamente citotéxico e inflamatdério, com alto potencial lesivo.

Nesse sentido, a populagio CD28™"

pode contribuir para o aumento dos niveis da PCR em
portadores de fatores de risco para aterosclerose através da participagdo no processo

inflamatério em andamento. Entretanto, ndo encontramos nenhuma correlacdo entre os
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parAmetros analisados nas células CD4*CD28™" ex-vivo com os respectivos niveis
plasmaticos da PCR.

Ainda com relagdo a concentragdo plasmdtica da PCR, nota-se que os individuos do
grupo SCA apresentam valores bem mais altos em relagdo aos outros grupos, o que €
esperado diante do quadro altamente inflamatério que apresentam. J4 os individuos com
doenca coronariana cronica (grupo AE) apresentam concentracdes plasmdticas de PCR
baixas, sendo um pouco inferiores as encontradas nos individuos com fatores de risco e um
pouco superiores aos individuos controle. Esses resultados sdo similares aos descritos na
figura 7, que mostra maior frequéncia de células CD4*CD28™" positivas para perforina e
granzimas A e B nos individuos FR e SCA do que nos grupos C e AE. Os pacientes com
AE sdo os que geralmente fazem uso mais prolongado das estatinas e outras drogas com
atividade anti-inflamatéria, como a aspirina. Em trabalho anterior de nosso grupo
verificamos valores baixos de PCR e SAA (soro amiléide A), outra proteina de fase aguda,
em pacientes com AE comparados com individuos com SCA (110).

Diante do exposto, tomando como base o conjunto dos resultados, vemos que as
células CD4*CD28™"! possuem capacidade citotoxica, inflamatéria e migratéria em todos
os grupos analisados (grupos C, FR, AE e SCA). Entretanto, os resultados apontam um
modelo no qual a populacdo CD4*CD28™" passa por modificacdes sequenciais, sendo
altamente lesiva nos individuos SCA. Nesse sentido, nos individuos controle as células ja
teriam capacidade citotoxica (expressao de granulos citotéxicos) e inflamatéria (expressao
de IFN-y e TNF-a apds estimulo), além de estarem prontas para migrar para a lesdao
(presenca de CD161 e CCRS), mas ndo sdo lesivas € ndo migram porque nao sao

estimuladas por sinais desencadeados pelo ateroma (quimiocinas, principalmente). Nos
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individuos com fatores de risco, a populagdo CD4*CD28™" se torna altamente citotéxica e
apresenta um aumento da capacidade de homing para a lesdo. Nesse sentido, Chen e
colaboradores (128) detectaram um aumento na adesdo de CMSP de individuos hipertensos
a células endoteliais, enquanto Fukuda e colaboradores (129) constataram que, em modelos
animais, mediadores inflamatérios podem alterar as caracteristicas dos leucdcitos,
tornando-os mais adesivos. Nesses individuos, as células CD4*CD2g™! produziriam
principalmente TNF-a quando ativadas, favorecendo a ativacdo do endotélio dos vasos
sanguineos, com o aumento da expressdao de moléculas de ades@o nas células endoteliais.
Nos individuos AE, as células sdo expostas as citocinas provenientes do ateroma e se ligam
as moléculas de adesdo ja expressas no endotélio, migrando em nuimero significativo para o
ateroma e degranulando, o que culmina no agravamento das lesdes. Apds degranularem,
células da populacao CD4*CD28™" seriam continuamente reativadas e recrutadas para as
lesoes, tornando-se altamente lesivas, culminando com a ocorréncia de sindromes
coronarianas agudas. Portanto, os resultados sugerem que os fatores de risco atuam

aumentando a capacidade citotéxica, inflamatéria e migratdria da populacio CD4*CD28™".

Limitacoes do estudo

O estudo ficou limitado pelo pequeno nimero de individuos, principalmente no
grupo controle e nos experimentos de estimulagdo em cultura.

Outro ponto a ser destacado é a grande despropor¢do homem/mulher em alguns
grupos, como 0 FR (predominio de mulheres) e o AE (predominio de homens), conforme
mencionado no inicio da discussdao. Entretanto, ndo ha relato na literatura mostrando

qualquer influéncia do sexo sobre a frequéncia ou fendtipo das células CD4*CD28™".
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O uso do indice de massa corpdrea ou circunferéncia abdominal para caracterizar os
individuos estudados nos permitiria uma melhor caracterizacdo dos grupos, uma vez que
estes podem estar associados também ao conjunto de modificagdes inflamatdrias.
Entretanto, estes dados nao foram colhidos de rotina e ndo pudemos realizar tal andlise. De
qualquer forma, a interferéncia destes achados pode ser considerada indireta e refletida nos
fatores de risco e demais varidveis clinicas colhidas, de modo que esta limitacdo foi
minimizada.

Outro ponto importante € que o estudo se focou na andlise de células do sangue
periférico ex vivo e apds estimulacdo in vitro, portanto, fora do ambiente inflamatério da
lesdo. Entretanto, a estimulagdo prolongada com LPS teve o objetivo de simular um

estimulo inflamatério cronico, mimetizando o microambiente do ateroma.

Implicagées clinicas

Os resultados do estudo reforcam a ideia de que os individuos com fatores de risco
para aterosclerose, como hipertensdo, diabetes, dislipidemia e tabagismo, devem receber
tratamento agressivo, objetivando a reduc¢do do processo inflamatério vigente. Terapias
com metas mais rigidas tém sido advogadas nas principais diretrizes e grandes trabalhos
multicéntricos, levando em consideracdo os principais fatores de risco para doencgas
cardiovasculares, especialmente HAS (130), diabetes (131) e dislipidemia (132).

Nesse sentido, o estudo JUPITER demonstrou que o uso de rosuvastatina para o
tratamento de pacientes com baixos niveis de LDL-c (<130mg/dL) e concentracdes de PCR

ultra-sensivel maiores ou iguais a 2mg/L resultou em uma redu¢do de 44% no nimero de
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eventos cardiovasculares (103). Portanto, tratamentos objetivando a redug¢do do processo
inflamatério levam a um menor risco cardiovascular.

A alta frequéncia de células expressando moléculas citotéxicas, principalmente
nos grupos FR e SCA, merece um estudo mais aprofundado no sentido de melhor
estabelecer o seu papel na doencga. Os achados aqui demonstrados sugerem que a avaliagdao
das moléculas citotdxicas poderia auxiliar no prognoéstico dos individuos estudados. Além
disso, nossos resultados sugerem que terapias capazes de inibir as células CDh4*CD28™"
poderiam ser benéficas, principalmente com relacdo aos individuos com fatores de risco

para aterosclerose e pacientes com sindromes coronarianas agudas.
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Coletivamente, nossos resultados mostraram que os fatores de risco para
aterosclerose causam alteracOes fenotipicas na populacao CD4*CD28™", tornando-a mais
citotéxica e inflamatéria, o que poderia estar associado com a inflamagdo subclinica
observada nessas condi¢des. Além disso, os dados sugerem que as células CD4*CD28™"
degranulam e alteram a expressdo de receptores de homing quando estdo em ambiente
inflamatério, como ocorre na placa aterosclerética e/ou na vigéncia de infeccoes

microbianas.
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Anexo 1 - Parecer CEP No 665/2007

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp. br/pesquisa/etica/index.html

"CEP, 23/10/07.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 665/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0497.0.146.000-07

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS CELULAS TCD4+
CD28NULL EM PACIENTES COM DOENCA CORONARIANA E INDIVIDUOS
SAUDAVEIS PORTADORES DE FATORES DE RISCO PARA ATEROSCLEROSE”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fabio Haach Téo

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAQ AO CEP: 11/09/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/10/08 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

. Verificar se ha diferengas quanto ao numero ¢ as caracteristicas das células T CD4+
CD28 null presentes no sangue periférico de pacientes com doenga coronariana ¢ individuos
saudaveis com e sem fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose.

I1I - SUMARIO

Serfio selecionados pacientes nos Ambulatorios da Disciplina de Cardiologia e na
Unidade Coronariana do HC/UNICAMP. Serfio divididos em 3 grupos (32 individuos cada). O
grupo I sera formado por pacientes sem doenga coronariana portadores de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose, enquanto o grupo Il serd formado por individuos com doenga
coronariana crénica estabelecida. O grupo III serd conmstituido por pacientes com sindrome
coronaria aguda e o grupo IV por individuos que ndo apresentam doenga coronariana e fatores de
risco para a aterosclerose. Amostras de sangue periférico serdio obtidas de cada individuo para
caracterizar as células T CD4+ CD28null e as moléculas relacionadas a citotoxidade e a resposta
inflamatéria antes e apés estimulagdo in vifro com antigenos comumente presentes na placa
aterosclerdtica.

IV - COMENTARIOS DOg RELATORES
Projeto bem estruturado, com célculo adequado de tamanho amostral. Termo de

Consentimento Livre e¢ Esclarecido adequado. Recomenda-se que sejam emitidos laudos dos
testes laboratoriais e anexados ao prontuario médico.

Comitt de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

- PARECER DO CEP

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

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I1I.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na X Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de outubro de 2007.

Profa. Dra///a%le/lgﬁ Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM /UNICAMP
Rua: Tessilia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep(fem.unicamp.br
= Dos
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do Estudo: Quantificacio e caracterizacdo das células TCD4* CD28™" em pacientes

com doenca corondria e individuos sauddveis portadores de fatores de risco para
aterosclerose

Pesquisador Principal: Fabio Haach Téo

Orientadores: Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta

Prof. Dr. Juliano de Lara Fernandes

Local: Hospital das Clinicas - UNICAMP

Nome do Paciente: Idade:

RG: HC: Fone:

Endereco:

Contatos:

Fabio Haach Téo — (19) 3788-8991.

Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta — (19) 3788 9453 — (19) 9798-7660.
Prof. Dr. Juliano de Lara Fernandes - (19) 3251-04-77 - (19) 3788-8991.

Objetivos do Estudo:

N6s pedimos a permissdo de incluir o (a) senhor (a) como participante de um
protocolo de pesquisa. O objetivo deste estudo € verificar a quantidade de um tipo de célula
denominada linfécito T CD4* CD28™" no sangue e analisar algumas substancias por ela
produzidas. Esse tipo de célula e os seus produtos tém sido relacionados a certas doengas
do coragdo, como a angina (dor) no peito. Em alguns tipos de angina, o nimero dessas
células no sangue aumenta e hd uma maior quantidade das substancias por elas fabricadas.
Estudos mostram que essas células, através de seus produtos, estdo envolvidas na formagao
de aterosclerose e na sua progressdo, o que levaria aos quadros de angina. Queremos
investigar a quantidade dessas células e os produtos liberados por elas em diferentes tipos
de angina e em pessoas sauddveis com fatores de risco para a aterosclerose. Este estudo
permitird aos médicos compreender melhor como se iniciam e como ocorrem as doengas
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cardiacas. Com este entendimento, novos meios de lidar com este tipo de doenca poderdao
ser criados, melhorando o tratamento dado aos doentes.

Procedimentos:

Neste estudo colheremos uma amostra de sangue com a qual realizaremos todos os
testes que necessitamos. Nao serd feita nenhuma puncdo extra além da qual seria realizada
normalmente. Apenas colheremos um pouco de sangue a mais para realizacdao de testes
especificos. Essa € a tunica maneira de obtermos as informagdes necessdrias para a
pesquisa. Também pediremos para o/a senhor/a voltar em cerca de 30 dias para nova
consulta em consultério conosco, também procedimento de rotina em casos como o do/a
senhor/a. Seu tratamento ndo serd alterado em nada: ndo serdo adicionados ou retirados
medicamentos e todos os outros procedimentos ocorrerdo sem nenhuma interferéncia.
Esclarecemos ainda que o/a senhor/a pode ser incluido/a no grupo controle da pesquisa e
que os eventuais gastos adicionais que o/a senhor/a tiver por participar dessa pesquisa (ndo
inclui os gastos com o seu tratamento) serdo ressarcidos integralmente.

Riscos e Desconfortos

Nenhum risco maior ou desconforto ocorrerd devido ao estudo. A puncdo venosa
serd realizada por pessoa habilitada, seguindo os procedimentos de rotina e utilizando
materiais descartdveis. Serao coletados apenas 30ml de sangue (nosso corpo tem 5000 ml
de sangue em média) e todo o material utilizado sera descartdvel.

Recusa de Participacio ou Retirada do Estudo

z

A participagdo neste estudo € voluntdria. Vocé ndo tem nenhuma obrigagcdo de
participar desta pesquisa. Seu tratamento atual ou futuro ndo serd afetado em nada no caso
de vocé se recusar a colaborar conosco. Se vocé decidir participar, vocé poderd mudar de
opinido e sair do estudo a qualquer momento sem que isto interfira em seu tratamento neste
hospital.

Confidencialidade

As informacgdes médicas obtidas neste estudo fardo parte do seu prontudrio médico
neste hospital. Aqueles dados que nao fizerem parte do prontudrio serdo colocados junto a
arquivo dos investigadores e identificados por cdédigos. O prontudrio médico fica a
disposicao de médicos do complexo hospitalar do Hospital das Clinicas da UNICAMP e
quem tiver acesso a ele deverd manter a confidencialidade de acordo com as leis e politica
do hospital. Assim, nenhuma informagao sera distribuida a pessoas fora do hospital sem seu
consentimento prévio, a nao ser em casos previstos neste termo de consentimento.

Esclarecemos que as informagdes do seu prontudrio poderdo eventualmente ser
disponibilizadas a 6rgdos governamentais no cumprimento de seu dever legal de zelar pela
ética na pesquisa médica. Além disso, os resultados deste estudo poderdo ser publicados em
revistas ou livros médicos e serem usados para o ensino. Porém, garantimos que o seu

142



nome e outros dados pessoais ndo serdo usados em nenhum momento sem a sua devida
permissao.

Requerimento de Maiores Informacoes

Vocé pode fazer novas perguntas sobre o estudo a qualquer momento. Os
pesquisadores vao dar a voc€ numeros de telefone e estardo disponiveis para esclarecer
quaisquer didvidas. Vocé também ficard com uma copia desse termo de consentimento.

Se durante ou apds o estudo vocé desejar discutir seus direitos como participante
dos grupos experimentais, tiver qualquer reclamagdo ou se sentir pressionado para
participar do estudo ou para continuar nele, por favor entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP pelo telefone (19)
3521-8936, pelo e-mail cep@fcm.unicamp.br ou indo até a Rua Tessélia Vieira Camargo,
n° 126.

Assinatura:

Eu confirmo que o objetivo do estudo, seus procedimentos e os possiveis riscos e
desconfortos que eu possa experimentar foram explicados para mim. Alternativas a minha
participacdo também foram discutidas. Todas as minhas questdes foram respondidas.
Atesto que li ou leram para mim este termo de consentimento. Minha assinatura abaixo
indica minha inclusdo no estudo.

Paciente Data

Testemunha Data

Eu atesto que expliquei ao voluntdrio o objetivo do estudo e seus procedimentos,
esclarecendo os beneficios da investigacdo e os possiveis riscos e desconfortos dela
decorrentes. Atesto também que respondi a todas as questdes do voluntario a respeito do
estudo da melhor maneira possivel.

Representante do Estudo Data
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