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PEREIRA, Mariana de Menezes. Citocinas e quimiocinas envolvidas na
imunopatogenia e regulacdo imune da aterosclerose em pacientes de salvador-
Bahia (Brasil). Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2011.

RESUMO

A aterosclerose € uma importante causa de morbidade e mortalidade no mundo.
Contudo, informacdes do envolvimento de componentes responsaveis pela
homeostasia humana nesta doencga inflamatoria sédo recentes, principalmente no que
se refere a participagcdo de mediadores participantes da defesa imunoldgica inata e
adaptativa. OBJETIVOS: Foram investigados os mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca cardiovascular aterosclerética de pacientes de um servigo
publico de cardiologia de Salvador-Bahia, incluindo fatores de risco, parametros
bioquimicos e os mediadores imunologicos envolvidos na imunopatogénese e
regulacao imune da atividade inflamatéria. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS:
Foram incluidos 162 pacientes, 80 mulheres e 82 homens, usuarios de estatina e na
sua maioria etnicamente afrodescendentes. Trinta doadores de banco de sangue, 15
homens e 15 mulheres, foram os controles. Informacdes sobre riscos
cardiovasculares foram obtidos dos pacientes e relatérios médicos. A dislipidemia foi
avaliada através de determinac¢des bioquimicas de colesterol total e fragbes LDL-C,
HDL-C, VLDL-C e triglicérides. Os niveis séricos de apolipoproteina-A,
apolipoproteina-B e PCR foram determinados por nefelometria. As citocinas pro-
inflamatoérias IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1 e TNF-qa, e anti-inflamatorias IL-10 e TGF-j3,
foram determinadas por imunoensaios enzimaticos. Os resultados foram expressos
em mediana. RESULTADOS: Os fatores de risco encontrados foram
hipercolesterolemia (100%), hipertensdo (85,8%), histéria familiar de doenca
cardiovascular (63,6%), sedentarismo (48,1%), diabetes (32,1%), tabagismo (11,1%)
e obesidade (4,9%). Niveis de LDL-C (< 70 mg/dL) compativeis com as metas para
terapéutica preventiva estabelecidas pela IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemia e
Prevencdo de Aterosclerose ndo foram encontrados nos pacientes em estudo.
Niveis de proteina C-reativa acima de 3 mg/L foram observados em 29/82 (35%)
homens e 43/80 (54%) mulheres. Os niveis de PCR foram semelhantes nos
subgrupos clinicos, em ambos os géneros. Os niveis de IL-8 e TNF-a nos controles
femininos foram 14,7 pg/mL e 9,5 pg/mL, respectivamente, enquanto nas pacientes
foi 9,2 pg/mL e 6,4 pg/mL (P < 0,05). Nos controles masculinos os niveis foram 27,3
pg/mL e 11,4 pg/mL, respectivamente, enquanto nos pacientes foram IL-8 = 9,4
pg/mL e TNF-a = 6,9 pg/mL (P < 0,0001 e P < 0,01, respectivamente). A citocina
TGF-B mostrou um comportamento inverso, sendo que os controles apresentaram
niveis inferiores desta citocina em relagcao aos pacientes, em ambos os géneros (P <
0,05). Os niveis das citocinas IL-8 (15,9 pg/mL) e TNF-a (9,5 pg/mL) foram mais
altos no grupo de mulheres com historia clinica de IAM quando comparado com o
grupo de mulheres sem |IAM (IL-8 = 8,2 pg/mL e TNF-a = 5,7 pg/mL) (P < 0,05),
enquanto os niveis de IL-10, que foram reduzidos nas mulheres do primeiro grupo
(IAM pos: 5,4 pg/mL) em relagdo as do segundo grupo (IAM neg: 6,3 pg/mL)
(P < 0,05). CONCLUSOES: A prevaléncia dos fatores de riscos cardiovasculares na



populacao estudada assemelha-se aquela descrita em outros estudos populacionais.
O achado de niveis aumentados de PCR em mulheres baianas sem aterosclerose
pode estar associado a etnia afrodescendente das mesmas, contudo os niveis
séricos de IL-8, TNF-a e IL-10 devem ser considerados no acompanhamento clinico
de mulheres com histéria prévia de IAM.

Palavras-chaves: aterosclerose, dislipidemia, inflamagao, citocina, quimiocina,
estatina.
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immunopathogenesis and immune regulation of atherosclerosis in patients living in
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ABSTRACT

Atherosclerosis is an important cause of morbidity and mortality worldwide. However,
the involvement of components of human homeostasis in this inflammatory disease
has been more recently investigated, mainly the mediators of the innate and adaptive
immune defense. OBJECTIVES: Were investigated the mechanisms involved in the
pathogenesis of atherosclerosis in patients of a cardiology reference center of
Salvador-Bahia (Brazil), and determined risk factors, biochemical parameters, and
the serum levels of some immunological mediators involved in the
immunopathogenesis and immune regulation of the inflammatory activity of this
disease. CASUISTIC, MATERIAL AND METHODS: One hundred and sixty-two
patients, 80 women and 82 men, mostly African descents were included. Thirty blood
donors, 15 men and 15 women, were the controls. Information of cardiovascular risks
and/or cardiovascular diseases was obtained from the patients and also from their
medical files. Dyslipidemia was investigated through determination of cholesterol and
its fractions LDL-C, HDL-C, VLDL-C and triglycerides. Apolipoprotein-A,
apolipoprotein-B and PCR levels were determined by nephelometry. Proinflammatory
cytokines IL-1 B, IL-6, IL-8, MCP-1 and TNF-a, and anti-inflammatory cytokines IL-10
and TGF-B, were determined by enzyme immunoassay. Results were expressed as
median. RESULTS: The cardiac risks were hypercholesterolemia (100%),
hypertension (85.8%), history of cardiovascular disease in the family (63.6%),
physical inactivity (48.1%), diabetes (32.1%), smoking (11.1%) and obesity (4.9%).
LDL < 70 mg/dL consistent with the goals established for preventive therapy by IV
Brazilian Guidelines on Dyslipidemia and Atherosclerosis Prevention were not found
in patients in the study. C-reactive protein levels above 3.0 mg/L were observed in
29/82 (35%) men and 43/80 (54%) women from the target group. The presence of
atherosclerosis or IAM history did not influence RCP levels. IL-8 and TNF-a levels in
female controls were14.7 pg/mL and 9.5pg/mL, respectively, while for female
patients were 9.2 pg/mL and 6.4 pg/mL (P < 0.05). In the male healthy controls these
levels were 27.3pg/mL and 11.4 pg/mL, respectively, whereas in the patients of the
same gender were IL-8 = 9.4 pg/mL and TNF-a = 6.9 pg/mL (P < 0.0001 and P <
0.01, respectively). An inverse behavior was observed for TGF-B, presenting the
controls lower levels of this cytokine than patients in both genders (P < 0.05).The
levels of IL-8 (15.9 pg/mL) and TNF-a (9.5 pg/mL) were higher in the women with
IAM history when they were compared with those without such a history (IL-8 = 8.2
pg/mL and TNF-a = 5.7 pg/mL) (P < 0.05). However, the levels of IL-10 were reduced
in the women of the first group (IAM, 5.4 pg/mL) in comparison with those of the
second group (without IAM, 6.3 pg/mL) (P < 0.05). CONCLUSIONS: The prevalence
of cardiovascular risks factors in the population studied is similar to that described in
other population studies. The finding of slightly increased levels of CRP in women



without atherosclerosis living in Bahia can be associated with their ethnic
background. Nonetheless, the association of high serum levels of IL-8 and TNF-a
with reduced IL-10 levels should be evaluated in the clinical follow-up of women
having a previous history of IAM.

Keywords: atherosclerosis, dyslipidemia, inflammation, cytokine, chemokine, statin
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1 INTRODUGAO

A aterosclerose é um problema de saude publica mundial, representando
a principal causa de morbidade e mortalidade do mundo ocidental (MATSUURA et
al., 2005, BATUCA et al., 2009). A Organizacédo Mundial de Saude (OMS) estima
que esta doencga seja a principal causa de morte a nivel mundial nos proximos 15
anos, face ao rapido aumento da prevaléncia da aterosclerose nos paises em
desenvolvimento e ao acumulo de fatores de riscos metabdlicos, incluindo a
crescente incidéncia de obesidade e diabetes (HANSSON et al., 2006; AUKRUST et.
al., 2008).

A aterosclerose é a principal causa da maioria das doengas
cardiovasculares, incluindo doenca arterial coronariana (DAC), infarto agudo do
miocardio (IAM), acidente vascular cerebral (AVC), aneurisma de aorta abdominal e
muitos casos de insuficiéncia cardiaca (HANSSON et al., 2006; KUIPER et al. 2007).
Dados do Ministério da Saude do Brasil mostram que mais de dois milhdes de
pessoas morreram na ultima década em decorréncia de doencgas cardiovasculares
(DATASUS, 2008). No Brasil, muitos fatores de risco que contribuem para a
manifestacdo desta doenca tém sido bem caracterizados, principalmente o
tabagismo, obesidade, diabetes melito, hipertens&o, hipercolesterolemia, histéria
familiar de DAC e a falta de atividade fisica (FRANCO; MATOS, 2005).

O termo aterosclerose € usado para descrever a lesido representada pela
placa vascular de aspecto tipo papa (athere), formada por uma regidao necrética
coberta por uma capa fibrosa rigida (scleros) (GOTTLIEB et al, 2005). Varias teorias
procuraram explicar a fisiopatologia da aterosclerose. Primariamente, em seu
conceito classico, a aterosclerose era tida como uma desordem metabdlica com
deposicao de lipidios, considerada como uma doenca degenerativa relacionada ao
envelhecimento (FILHO et al, 2003). No entanto, nos conceitos atuais, a
aterosclerose corresponde a uma doenca inflamatéria crénica multifatorial. Embora o
conceito da aterosclerose como doenca inflamatéria ndo seja mais controverso, a
regulacéo dos processos inflamatérios e suas consequéncias patogénicas ainda néao
estdo totalmente elucidadas (AUKRUST et. al., 2008; LUNDBERG; HANSSON,
2010).

Estudos experimentais, clinicos e epidemiolégicos tém confirmado o

importante papel da inflamacao na aterosclerose, revelando sua associagdo com o
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metabolismo lipidico. Essa associagcado diferencia a aterosclerose de outras
desordens inflamatérias crénicas (HANSSON et al, 2006; AUKRUST et. al., 2008).

A patogénese da aterosclerose é multifatorial. Embora a
hipercolesterolemia seja o fator patogénico essencial no inicio e progressao da lesao
aterosclerotica, ha evidencias que o processo inflamatério e a resposta imune

desempenham papéis relevantes na aterogénese (AMIR; BINDER, 2010).

1.1 A PLACA ATEROSCLEROTICA

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica que evolui com a
formagao de placas no interior das artérias de médio e grande calibre. A lesédo é
constituida pela placa aterosclerética consistindo de um nucleo necrético, regides
calcificadas, lipidios modificados acumulados, células musculares lisas, células
endoteliais, leucocitos e células espumosas. Estas caracteristicas demonstram ser a
aterosclerose uma doenca complexa com o envolvimento de componentes
vasculares, metabolicos e do sistema imune (GALKINA; LEY, 2009).

A aterosclerose resulta de uma disfuncdo endotelial associada ao
aumento de niveis plasmaticos das lipoproteinas, principalmente a fracédo LDL, que
favorece a infiltracéo e retencao local das lipoproteinas na intima da artéria. Essas
particulas s&o depositadas nos vasos, ocorrendo a oxidagédo da LDL com formagao
de LDLox, favorecendo a ativacdo das células endoteliais. Em consequéncia desta
ativacdo, moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1) e moléculas de adesao
vascular (VCAM-1) sdo expostas nas superficies endoteliais (HANSSON, 2001;
KADAR; GLASZ, 2001; HANSSON et al., 2006).

Atraidos por proteinas quimiotaticas, com o auxilio das moléculas de
adesdo, os monécitos migram para o espacgo subendotelial e se diferenciam em
macrofagos sob a acdo do fator estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF).
Através de receptores “scanvenger’, os macrofagos captam as lipoproteinas
modificadas e se transformam em células espumosas (HANSSON, 2001;
ANDERSSON et al., 2010).

A placa aterosclerética é precedida cronologicamente por estrias
gordurosas, que sao sitios de acumulo de células espumosas e células imunes, tais
como linfécitos T, células dendriticas e mastécitos (FAN; WANTANABE, 2003;

HANSSON et al., 2006). Esta placa quando desenvolvida é também conhecida como
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ateroma, possuindo uma estrutura mais complexa do que as estrias gordurosas. O
crescimento do ateroma ocorre amplamente através do recrutamento continuo de
macrofagos, linfocitos e pela migracao e proliferacédo de células musculares lisas
(HARVEY; RAMJI, 2005). A sua regiao central € composta das células espumosas e
restos de lipidios, sendo circundada por uma matriz rica em colageno e células
musculares lisas. Outros tipos celulares também estao presentes no ateroma como
as células dendriticas, os mastocitos, linfocitos B e células natural killer T (NKT).

Na regido de crescimento da placa e na interface entre a capa e o nucleo
ha um acumulo de linfécitos T e macroéfagos. Com o tempo, a placa pode evoluir
para uma lesdo ainda mais complexa e o nucleo lipidico torna-se um espaco
pluricelular de depdsitos de colesterol rodeado por uma capsula fibrosa de
espessura variavel. Esta capsula fibrosa impede o contato entre o sangue e o
material prétrombaotico, contudo o rompimento da placa pode causar trombose e
muitos efeitos clinicos adversos associados a aterosclerose (HANSSON; LIBBY,
2006).

1.2 ATEROSCLEROSE E RESPOSTA IMUNE

No componente inflamatério do processo aterosclerético observa-se a
participacéo das respostas imunes inata e adaptativa. Na resposta imune inata tem-
se o envolvimento dos monocitos e macrofagos, que respondem a captagcéo de
lipoproteinas modificadas em excesso. Ja a resposta imune adaptativa envolve
células T antigeno-especificas (KUIPER et al., 2007).

A resposta imune inata na aterosclerose é iniciada pela resposta das
células endoteliais arteriais as lipoproteinas modificadas, o que leva a sua ativacgéao.
Essa ativacdo causa o recrutamento de leucécitos, vasopermeabilidade, edema e
outros eventos da inflamacdo (HANSSON et al., 2002). Uma vez que essas
lipoproteinas sédo captadas pelos macrofagos, estes se transformam em células
espumosas e produzirdo quimiocinas e citocinas. A producédo local desses
mediadores imunolégicos refor¢ga o influxo de células imunes, assessoradas pela
indugdo da expressao de moléculas de superficie, promovendo a progressao da
placa aterosclérotica. (KUIPER et al., 2007).

A imunidade inata tem papel central na patogénese da aterosclerose,

representando o recrutamento de mondcitos/macréfagos como um importante
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aspecto na sua imunopatogenia (HANSSON et al., 2002; AMIR; BINDER, 2010). Os
macrofagos expressam receptores “scanvegers” e receptores “Toll-like”. Os
receptores “scanvengers” sao responsaveis pela endocitose das lipoproteinas
modificadas e degradacao destas no lisossomo. Enquanto, os seus receptores “Toll-
like” (TLRs) induzem a ativagéo da via NFKB que leva a expressao de uma série de
citocinas e moléculas co-estimulatorias, as quais auxiliam o processo inflamatorio. A
ativacdo da via NFkB produzem sinais que favorecem o inicio da imunidade
adaptativa (HANSSON et al., 2002; BAIDYA; ZENG, 2005; LUNDBERG; HANSSON,
2010).

A resposta imune adaptativa é complexa, ndo se restringindo a lesao
aterosclerotica. Nesta resposta ha o envolvimeto de linfécitos T e linfécitos B que
tém a capacidade de reconhecer varios antigenos, resultando nas suas ativagdes.
No entanto, os linfécitos T sdo maioria nas lesbes ateroscleréticas, tanto nas fases
inicias como nas mais avancadas (FROSTERGAD et al., 1999; HANSSON, 2001). E
muitos dos linfocitos T s&o do tipo auxiliador (Th), importantes reguladores do
sistema imune. A ativacdo de linfocitos Th resulta na producéo e liberagdo de
citocinas e na proliferagcédo e diferenciagao dos linfécitos Th em células efetoras que
desempenham um papel no desenvolvimento da resposta imune celular e humoral
(KUIPER et al., 2007; BAIDYA; ZENG, 2005).

As células T ativadas entram na lesao e podem reconhecer autoantigenos
como LDL-ox, proteina de choque térmico (hsp60), e B2 glicoproteina | (B2GPI)
(SZODORAY et al.,2006; KUIPER et al., 2007). A LDL-ox, quando captada pelos
macrofagos, é um provavel antigeno associado a progressao da placa
aterosclerotica (SHOENFELD et al., 2004; BAIDYA; ZENG, 2005). Outro possivel
autoantigeno é a proteina hsp60 resultante da injuria celular (BAIDYA; ZENG, 2005).
Por sua vez, embora a B2GPI possua propriedades que podem ter relevancia para a
progressao da aterosclerose, seu envolvimento na imunopatogénese ainda nao é
claro (GEORGE et al.,1999; RANZOLIN et al, 2004).

Outra forma de participacdo da resposta adaptativa na aterogénese é
através da producao de anticorpos pelos linfécitos B, em cooperagdo com as células
T auxiliadoras (T helper, Th) ou de forma independente (KUIPER et al., 2007).

Atualmente, admite-se que tanto a resposta imune proé-inflamatéria Th1 e
a antiinflamatéria Th2 desempenham importante papel na modulagcdo do

desenvolvimento da aterosclerose, sendo a mesma considerada uma doenga com
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padrdo de resposta Th1, devido a sua natureza inflamatéria (KUIPER et al.,2007;
SZODORAY et al., 2006).

1.3 MARCADORES IMUNOLOGICOS NA ATEROSCLEROSE

Por ser a aterosclerose considerada uma doenca inflamatéria, diferentes
biomarcadores plasmaticos associados com inflamagdo podem estar envolvidos na

sua patogenia ou ser preditores de doencas cardiovasculares.

1.3.1 Proteina C-reativa (PCR)

A proteina C-reativa (PCR) é um tipo especial de proteina cuja sintese
ocorre primariamente nos hepatocitos sob a influéncia de citocinas pré-inflamatérias,
principalmente a interleucina-6. E uma das proteinas plasmaticas de fase aguda que
se eleva especialmente em processos inflamatérios e infecciosos (PEARSON et al.,
2003). Algumas propriedades biolégicas da PCR, como a sua meia-vida de
aproximadamente 18 horas e auséncia de variagdes diurnas, fazem desta uma
proteina relativamente estavel quando comparados a outros marcadores de
inflamacao (SANTOS et al., 2003; SCIRICA; MORROW, 2006).

Esta proteina parece ser uma participante ativa na aterosclerose, no
entanto, seu efeito na aterogénese ndo € bem compreendido e ha controvérsias
quanto a sua atividade, tanto inflamatéria quanto pré-inflamatéria. Pode ser
encontrada dentro da placa aterosclerética, atuando na modulacédo de funcdes
endoteliais e das atividades biologicas dos leucocitos (SING et al., 2006).

A PCR é capaz de ativar o sistema complemento ao ligarem-se as
lipoproteinas nos estagios iniciais do processo de formacgéo da placa aterosclerética.
Atua também induzindo a expressao de moléculas de adesao, estimula a expressao
de fator tecidual pelos mondcitos nas placas aterosclerética (SANTOS et al., 2003) e
aumenta a proliferacdo e migragdo das células musculares lisas. Inversamente, tem
atividade anti-inflamatéria ao impedir a adesédo de neutrofilos as células endoteliais
através da inibicdo da expresséo de L-selectina e impossibilitando a producéo de
superoéxido pelos neutréfilos (SCIRICA; MORRROW, 2006).

Estudos tém demonstrado uma significativa associacao entre a elevacao

da concentragéo sérica da PCR e o risco de doencas cardiovasculares recorrentes
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entre aqueles com doencas estabelecidas ou a incidéncia dos primeiros eventos
cardiovasculares (VERMA et al. 2006; SING et al., 2006; SCIRICA; MORRROW,
2006). Sua determinacéo parece ser util na estratificagdo do risco de eventos
coronarianos. Os niveis de PCR podem ser categorizados de acordo com o risco de
desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Niveis desta proteina menores que
1 mg/L estdo relacionados com o baixo risco de desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, o risco médio para estas doencgas corresponde aos niveis entre 1
a 3mg/L, enquanto o alto risco esta associado aos niveis superiores a 3 mg/L de
PCR (WILSON et al., 2008; SCIRICA; MORRROW, 2006).

1.3.2 Citocinas e quimiocinas

Nos ultimos anos, grande énfase tem sido dada a participacdo das
citocinas no mecanismo da aterosclerose. As citocinas sao glicoproteinas bioativas
envolvidas na comunicagéo intercelular; atuam modulando aspectos da inflamacgao
vascular, alterando a proliferagéo, diferenciacéo e funcao de uma variedade de tipos
celulares. Estes produtos das células imunes ou ndo sdo especialmente importantes
na regulacao de respostas imunes e inflamatérias e atuam em diversas etapas da
imunidade inata e adaptativa (GIRN et al., 2007; GALKINA; LEY, 2009).

As citocinas séo secretadas por variados tipos celulares, incluindo células
vasculares e inflamatérias, sendo os macréfagos a principal fonte de citocinas nas
placas ateroscleréticas. Observa-se a participacdo das citocinas como mediadores
de acgdes autdcrina, paracrina e justacrina na aterogénese (LIBBY et al.,, 1995;
TEDGUI; MALLAT, 2006; BIASILLO et al., 2010).

Atualmente, as citocinas tém sido associadas com quatro tipos de
respostas imunes, cujo elemento central € a célula T CD4+ helper ou auxiliadora
(Th). Com base no perfil de citocinas produzidas, a resposta imune T helper 1 (Th1)
€ principalmente definida pela produgédo de Interferon tipo gama (IFN-y), além da
producéo de outras citocinas pré-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral
tipo alfa (TNF-a) e induzida conjuntamente por IL-12 e IL-18. Polarizando com a
resposta imune Th1, aparece a resposta imune T helper 2 (Th2), associada
principalmente com a producao das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Este tipo de resposta
€ caracteristica da alergia mediada por anticorpos IgE e das doencgas parasitarias

causadas por helmintos e algumas espécies de protozoarios. Mais recentemente,
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um terceiro tipo de resposta imune auxiliadora foi descrita, denominada T helper 17
(Th17), representada pela producdo das citocinas da familia IL-17, IL-21 e IL-22
através da acédo do Fator Transformador de Crescimento tipo beta (TGF-B) e IL-6.
Além dessas respostas, existe ainda a resposta T regulatoria (Treg), associada com
a producao das citocinas TGF-f e IL-10 por células CD4+CD25+ (FROSTEGARD et
al., 1999; HANSSON et al, 2006).

Com base em diferentes estudos, tem sido sugerido que as citocinas
poderiam ser classificadas quanto ao seu envolvimento na aterosclerose em
citocinas pro-aterogénicas e citocinas anti-aterogénicas. Dentro do primeiro grupo,
estariam as citocinas que apresentam semelhangas estrutural, agrupadas em
familias, com comprovado envolvimento na reacédo inflamatéria em diferentes
condigdes clinicas, conforme ja demonstrado em doencas imunolbgicas diversas,
como a artrite reumatoide (IL-1, IL-17 e TNF-a) ou na sintese de proteinas da
resposta de fase aguda (IL-6). Assim, tem sido propostas as seguintes citocinas
aterogénicas: IL-1 e IL-18 (familia IL-1); IL-2 na familia IL-2/IL-4; IL-6 e IL-12 (familia
IL-6); IL-17, membro da familia de mesmo nome; IFN-y (familia IFN), além de TNF-a
e TNF-B e a Linfotoxina-B (LT-B) todos da familia do Fator de Necrose Tumoral
(GIRN et al., 2007; TEDGUI; MALLAT, 2006; GALKINA; LEY, 2009). As citocinas
anti-aterogénicas agrupam as citocinas com atividades anti-inflamatérias, como:
IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B. Acredita-se que estas citocinas estejam envolvidas na
aterosclerose diminuindo a extens&o do processo inflamatério (TEDGUI; MALLAT,
2006).

Uma das primeiras citocinas envolvidas com o inicio da inflamacgao e
lesdo vascular € a IL-1. Esta citocina promove o recrutamento e transmigracéo de
leucocitos e estabelece um microambiente adequado ao desenvolvimento da
inflamagéo do vaso (GALKINA; LEY 2009). Por sua vez, uma das formas da IL-1, a
IL-18 causa o aumento na expressao de moléculas de adesdo celular sobre a
superficie endotelial, contribuindo para a adesé&o e transmigragdo dos leucocitos no
endotélio. Em adicdo, a IL-1 contribui para o desenvolvimento do dano vascular por
estimular a proliferagdo e diferenciacao celular (LIBBY et al.,1995; KLEEMANN et
al., 2008).

Incertezas ainda existem quanto ao papel desenvolvido pelos membros da
familia IL-2 na aterosclerose. Como descrito por Kleemann e colaboradores (2008),

a IL-2 é uma citocina pro-inflamatoria produzida pelas células Th1. No entanto,
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novos estudos sdo necessarios para avaliar o papel da IL-2 associada as células
Treg e no metabolismo de lipidios (GALKINA; LEY, 2009). Assim, enquanto a
presenca da IL-2 na lesdo ateromatosa nédo pode ser definitivamente associada com
a formacado da placa, as citocinas IL-4 e o GM-CSF ainda esperam inclusdo em
alguma das duas categorias, pro-aterogégica ou protetoras. Contudo, durante a
sindrome coronariana aguda tem sido evidenciada a elevacéo da IL-4, que também
predomina em aneurismas adrticos humanos e em modelos experimentais. O GM-
CSF tem sido associado com diminuicdo dos niveis plasmaticos de colesterol em
pacientes portadores de doencas hematoldgicas submetidos a imunoterapia com
esta citocina, evidenciado por decréscimo nos sinais eletrocardiograficos de
isquemia cardiaca (SEILER et al.,, 2001; HAMILTON; ANDERSON, 2004;
SZODORAY et al., 2006; GIRN et al., 2007).

Na familia Interferon, o IFN-y possui diversas fungbes, bem como uma
variedade de atividades imunomodulatérias e inflamatérias. Contribuindo com a
progressao da aterosclerose, a INF-y desempenha papel importante na induc&o da
expressao de ICAM-1, VCAM-1 e selectinas por céluals endoteliais e musculares
lisas, além de promover a adesao leucocitaria na leséo vascular (GIRN et al., 2007).
Também, propcia o recrutamento de células T e macrofagos para a placa e a
migragao e proliferagdo de células musculares lisas. A producao da IFN-y durante a
inflamagé&o é controlada pela liberagdo das citocinas IL-12 e IL-18. Esta citocina é
bem expressada em placas ateromatosas instaveis, desestabilizando a capa fibrosa
e promovendo a apoptose de células espumosas (GHUNG et al., 2002; LEON et al.,
2005; HARVEY; RAMJI, 2005; ROBERTSON; HANSSON, 2006;).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) também estimula a expressao de
selectinas e moléculas de adesao por células endoteliais, células musculares lisas e
macrofagos (TEDGUI; MALLAT, 2006). Através da interacédo entre o endotélio,
leucécitos e plaquetas, o TNF-a cria um ambiente pré-inflamatério e favorece a
trombose. Em contribuicdo, estimula a produgdo de radicais de oxigénio, sendo
assim potencialmente pré-aterogénica. Seu envolvimento na patogénese da
aterosclerose € fundamentado em sua presenca nas placas ateroscleroticas
(ROBERTSON; HANSSON, 2006; GIRN et al.,2007). Semelhante a IL-1, esta
citocina modula a morfologia da placa e esta associada com a sua ruptura.
Adicionalmente, O TNF-a aumenta a expressao do Fator Tecidual por células

espumosas e células endoteliais, assim como aumenta a produgdo de outras
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citocinas, como IL-1 e IL-6. (BARATH et al., 1990; TAUBAN, 1997; GIRN et al.,
2007).

A IL-6 é caracterizada por seus efeitos pleiotropicos e regula varios
aspectos da resposta imune, reacdes de fase aguda e hematopoiese (KLEEMANN
et al.,, 2008). Esta interleucina pode contribuir com o desenvolvimento da
aterosclerose através de mecanismos da coagulagdo, metabdlicos, endoteliais e
imunoldgicos. Aléem disso, tem papel central na regulacdo do processo inflamatério.
Dentre algumas de suas agdes, a IL-6 contribui para o aumento da expressao de
moléculas de adesdo em células endoteliais e musculares lisas, as quais auxiliam a
migragdo de leucocitos para a regido da lesdo ateromatosa. Também age nos
hepatocitos estimulando a sintese de proteinas de fase aguda, tal como a PCR
(STENVINKEL et al., 2002; GIRN et al., 2007). Apresenta uma forte relagcdo com
TNF-a e Proteina-C reativa, moléculas bioativas associadas com a progresséo do
processo ateroscleroético e forte risco para acidentes cardiovasculares.

Um grupo de citocinas também atuante no processo aterosclerético séo
as quimiocinas. Familia de moléculas sinalizadoras com atividade na manuntencao
do sistema imune. A maioria das quimiocinas atuam quimioatraindo leucécitos com
variagdo da especificidade da quimiocina para os diferentes leucocitos (MOSEDALE
et al.,2005; AUKRUST et al.,, 2008; APOSTOLAKIS et al, 2009). Entre as
quimiocinas, duas tem sido mais estudadas por seu envolvimento na aterosclerose:
a proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1) e a IL-8.

A MCP-1 é expressa na placa aterosclerotica e desempenha importante
papel na promocgédo de um ambiente pré-inflamatério e trombético. Esta quimiocina
desempenha um papel crucial no recrutamento de mondcitos para a lesao
aterosclerotica (DEO et al., 2004). Em adigéo, favorece o aumento da proliferacao
de células musculares lisas e a expressao de integrinas. Além disso, ativa mondcitos
a expressar fator tecidual e anion superdxido, que pode contribuir com a
instabilidade da placa e o desenvolvimento da sindrome coronariana (BOISVERT,
2004; AUKRUST et al., 2008).

A IL-8, também conhecida como CXCLS8, é quimiotrante para neutroéfilos.
A IL-8 aléem de intervir potencializando a interacdo neutréfilo-endotélio na
aterogénese, participa ativamente da progressao aterosclerética inicial, promovendo
a adesao e infiltracado de mondcitos ao endotélio vascular. Esta quimiocina também

suprime a expressdo do inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) em
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macréfagos, favorecendo a atividade enzimatica, além de atuar sobre a proliferacao
de células musculares lisas (SHIN et al., 2002; BOISVERT, 2004; APOSTOLAKIS et
al, 2009).

Contrastando com este consideravel numeros de citocinas pro-
aterogénicas, exercendo, portanto, uma fungéo protetora, encontram-se as citocinas
anti-aterogénicas. Dentre elas, IL-10 e TGF-B sdo as mais relevantes, as quais
podem inibir macrofagos e funcgdes de linfocitos. Além de estimular a geracéo de
céluas Treg aumentando ainda mais a produgao celular de IL-10 e TGF-.

A IL-10 € uma citocina com atividade inibitoria sobre a ativacao de células
Th1 e Th2, com importante funcdo da regulacdo da inflamacéo sistémica e da
resposta imune (GIRN et al, 2007; GALKINA; LEY, 2009). Em modelos
experimentais com camundogos nocauteados para IL-10, tem sido possivel
demonstrar a importadncia desta citocina em reduzir o acumulo de colesterol e
modulagao negativa da placa aterosclerética, diminuindo a possibilidade de ruptura
da placa (TEDGUI; MALLAT, 2006). Adicionalmente, tem sido verificado que a
administragao de IL-10 diminui a aterosclerose murina experimental. A IL-10 inibe a
aderéncia de mondcitos a células endoteliais adrticas e poderia interferir na resposta
de mondcitos mediadas pela interacao entre CD40 e seu ligante CD40L. Finalmente,
ao suprimir a expresséao de citocinas aterogénicas como MCP-1, IL-6, IL-12 e IFN-y
entre outras, a IL-10 poderia exercer um efeito protetor na aterogénese (TEDGUI;
MALLAT, 2006; GIRN et al, 2007; ANDERSSON et al., 2010).

A TGF-B € uma citocina pluripotente secretada por células T regulatérias,
macrofagos, células dendriticas, células endotelias e musculares lisas. Esta citocina
ateroprotetora é secretada na forma inativa e torna-se ativa apos clivagem
proteolitica (GRAINGER, 2004; HANSSON et al, 2006). Seu papel protetor é bem
demosntrado experimentalmente, em camundongos heterozigotos para a expressao
desta citocina. Varios estudos sugerem que TGF- regula a aterosclerose através da
acéo inibitoria sob a migracao e proliferagdo das células musculares lisas e células
endoteliais, bem como pelos efeitos imunomodulatérios na regulacéo dos linfocitos
T(GRAINGER, 2004; GIRN et al.,2007; GALKINA; LEY, 2009). A IL-10 e TGF-
atuam em conjunto para estabilizar a aterosclerose e assim, inibir a sua progressao.

O envolvimento das citocinas e das proteinas de fase aguda, tal como a
PCR, na aterosicerose leva a considera-las como potenciais marcadores

inflamatoérios. Estes indicadores inflamatérios em potencial poderiam auxiliar na
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deteccdo de individuos com riscos a complicagdes ateroscleroticas ou até mesmo
sugerir novos alvos terepéuticos. Estes conhecimentos podem ser usados para

melhorar a deteccao precoce, prevencgao e tratamento da aterosclerose.
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2 RELEVANCIA

O aumento na incidéncia do numero de casos das doencas
cardiovasculares justifica a busca por maiores conhecimentos sobre a
imunopatogenia da aterosclerose. Torna-se necessario investigar novas estratégias
para prevencéao e tratamento, bem como para a predi¢ao de risco das doencas.

A escolha de uma opcéo terapéutica apropriada para pacientes sob o
risco de desenvolver doenca cardiovascular e aterotrombética € de grande
importancia. Da mesma forma, a descoberta de novos biomarcadores os quais
evidenciem um bom prognostico. Assim, o conhecimento da regulagdo imune da
aterosclerose, através do estudo das citocinas envolvidas na sua imunopatogenia,
podera elucidar aspectos desta doenga na populagdo baiana em estudo,
predominantemente afrodescendente. Tal caracteristica, tem sido correlacionada
com maior expressao de manifestacdes clinicas de certas doengas autoimunes,
como o lupus eritematoso sistémico, além de diferengcas na resposta terapéutica a

diversos medicamentos.

Hipotese
Ho: Portadores de aterosclerose em tratamento com estatina possuem niveis

de biomarcadores inflamatérios semelhantes aos individuos sadios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca cardiovascular
aterosclerotica em pacientes de um servigo publico de cardiologia de Salvador-
Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar o perfil lipidico;

o Investigar os niveis séricos de mediadores imunoldgicos envolvidos na
aterosclerose;

o Avaliar a relacdo dos biomarcadores investigados com as caracteristicas

clinicas dos individuos incluidos no estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

A populagdo alvo do estudo foi constituida por 162 individuos (80
mulheres e 82 homens) atendidos no Servigo de Cardiologia do Hospital Ana Nery
do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos da Universidade Federal da
Bahia. Todos foram avaliados clinicamente pela equipe sob a coordenagdo do
cardiologista Prof. Dr. Roque Aras.

Os individuos incluidos apresentaram diagndstico de hipercolesterolemia
associado a fatores de risco para doenga arterial coronariana. Muitos destes
também tinham diagnéstico de doenca cardiovascular associada a aterosclerose
conforme a presenca do resultado da cineangiocoronariografia anormal (CA pos). Os
fatores de risco para doengas cardiovasculares baseados em relatérios médicos
foram cuidadosamente registrados, tendo sido realizado entrevista e testes
laboratoriais com os pacientes.

Foram excluidos do estudo individuos com histérico e/ou diagnéstico de
neoplasias, tuberculose, hepatites virais B e C, infecgdo pelo HIV, além de
gestantes, portadores de doengas autoimune e doenca de Chagas.

Para contrastar com o grupo em questdo, 30 amostras de doadores de
banco de sangue representaram o grupo controle.

Todos os participantes foram previamente informados sobre o projeto, os
objetivos da pesquisa, e tiveram as suas participa¢cdes confirmado apds assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme previsto na Res. CNS
196/96, e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de
Oliveira do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos da Universidade Federal
da Bahia — CEP/COM/UFBA.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Amostras Bioldgicas

O material bioloégico utilizado no presente estudo foi o soro dos individuos

incluidos, obtidos ap6s um jejum de 12 horas antes da colheita. O soro foi obtido
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ap6s a coagulagdo do sangue colhido com sistema a vacuo, em tubo sem
anticoagulante. Apds a separagdo do coagulo por centrifugacéo, as amostras de
soro foram separadas em seis aliquotas, posteriormente usadas para a
determinacao do perfil lipidico, dosagem dos niveis séricos da proteina-C reativa e
determinagdes das citocinas.

As amostras de soro do grupo controle foram oriundas de banco de
sangue. As dosagens bioquimicas para determinacdo do perfil lipidico foram
realizadas com amostras recém-colhidas, enquanto aquelas para as dosagens de
citocinas foram realizadas em amostras armazenadas no freezer -70°C e

descongeladas no momento necessario para a realizagéo dos imunoensaios.
4.2.2 Determinacgao do Perfil Lipidico

As concentragbes séricas do colesterol total (CT), HDL-C e triglicérides
(TG) foram determinadas em analisador bioquimico automatizado LABMAX 240
(Labtest Diagnéstica S.A, Brasil). As concentragbes de CT, HDL-C e TG foram
obtidas pelo método enzimatico, utilizando conjuntos diagnosticos comerciais
Labtest. As determinacbes do CT e do TG foram efetuadas pelo método
colorimétrico enzimatico de Trinder, em uma reagdo de ponto final. O método
utilizado para a obtencdo dos niveis de HDL-C usou a precipitacdo seletiva das
lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) com &acido
fosfotungstico e cloreto de magnésio. As concentracdes de LDL-C foram calculadas
pela formula de Friedewald: LDL-C = CT — (HDL-C — TG/5) para valores de TG até
400mg/dL. Na avaliagcdo do perfil lipidico da populagdo alvo e controles foram
usados valores de referéncia para a populagéo brasileira: CT < 200 mg/dL, LDL-C <
130 mg/dL, HDL-C > 40mg/dL e TG <150 mg/dL.

Os niveis séricos das apolipoproteinas Apo-A1 e Apo-B (Apo-B100) foram
determinados através de imunonefelometria com o imunoanalisador automatizado
IMMAGE® (BeckmanCoulter, USA). Os valores de referéncia foram APO-A (90-170
mg/dL; 107-214 mg/dL) e APO-B (56-162 mg/dL; 51-171mg/dL), para mulheres e

homens, respectivamente.
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4.2.3 Determinagao dos Niveis da Proteina C-reativa

Os niveis séricos da PCR foram determinados através do método de
imunonefelometria, utilizando o imunoanalisador acima citado. Amostras com niveis
de PCR inferior a 1 mg/L foram reavaliadas utilizando kit ultrassensivel para
determinacdo de PCR. Conforme preconizado internacionalmente para risco
coronariano, o valor de referéncia utilizado para esta proteina neste estudo foi

inferior a 3 mg/L.

4.2.4 Determinagao dos Niveis Séricos das Citocinas

Na determinacdo dos niveis séricos das citocinas foram usados testes
imunoenzimaticos heterogéneos de ELISA de captura de antigeno, através de
conjuntos de reagentes imunolégicos disponiveis comercialmente (eBioscience, San
Diego, CA, USA e BenderMedSystems, Vienna, Austria, Europe). Todos os
imunoensaios foram realizados em duplicata no imunoanalisador automatizado para
ELISA da marca BRIO (Radim, Italia).

As determinagbes das citocinas IL-1, IL-6, IL-10, MCP-1, TNF-a, TGF-
seguiram as instrugbes fornecidas pelos fabricantes. Pogos de poliestireno
distribuidos em tiras (MAXSORP, NUNC, Denmark) foram usados na adsorgéo de
anticorpo monoclonal especifico para cada citocina (100 pL/pogo) na concentragéo
adequada. Esta etapa de sensibilizacéo foi realizada “overnight” a 4°C e concluida
apos cinco lavagens dos pogos com solugéo de lavagem fornecida pelo fabricante. A
segunda etapa referiu-se ao bloqueio dos sitios livres residuais dos pogos de
poliestireno com 200 uL/po¢o de diluente de trabalho durante 1 hora a 22°C. Os
pocos foram novamente lavados por cinco vezes e entdo, incubados “overnight” a
4°C com 100 uL/pogco das amostras e padrdes correspondentes a cada citocina.
Novo ciclo de lavagem foi processado, seguindo-se a adicao de 100uL/poco do
anticorpo de deteccdo conjugado com biotina e incubacdo por uma hora a
temperatura ambiente. Seguindo novas lavagens, os pogos foram incubados com
100uL/pogo de conjugado formado por estreptavidina marcada com peroxidase por
30 minutos a 22°C. Ap6s novo ciclo de lavagens, as reagdes foram reveladas com
100 pL/poco de substrato (solucdo de tetrametilbenzidina contendo peroxido de

hidrogénio), durante 15 minutos a temperatura de 22°C. Ap6s parar a reagdo com



34

solugao 2N de HCI, as absorbancias foram lidas a 450nm-620nm, em leitora de
ELISA. As concentragbes das citocinas séricas foram determinadas em pg/mL,
utilizando as curvas-padrdes previamente estabelecidas com quantidades
conhecidas das citocinas: IL-1 (3,9 pg/mL - 500pg/mL); IL-6(1,6 pg/mL - 200pg/mL);
IL-10 (2 pg/mL - 300pg/mL); TNF-a (3,9 pg/mL - 500pg/mL); TGF-B (31,2 pg/mL -
4.000pg/mL) e MCP-1(7,8 pg/mL - 1000pg/mL).

As determinagdes das sete citocinas citadas acima seguiram o mesmo
protocolo. Apenas uma etapa adicional existiu no ensaio da citocina TGF-3, cujas
amostras antes de serem pipetadas nos pocos de ELISA foram acidificadas e em
seguida, neutralizadas para ativar o TGF-f3 latente para a forma imunorreativa. Desta
forma, foi realizada uma diluigdo 1:5 do soro em PBS e, ent&o, adicionou-se 20uL de
HCL 1N e dez minutos apds neutralizou-se a mesma com 20uL de NaOH 1N.

A dosagem da IL-8 também seguiu o protocolo do fabricante
(BenderMedSystems), diferindo das determinagbes das outras citocinas pela
incubacéo de 50 yL das amostras diluidas a 1:2 misturadas com 50 pL de conjugado
biotinilado nos pogos previamente sensibilizados com anticorpos monoclonais anti-
IL-8 por duas horas a 22°C, sob agitagcéo. A curva padrao para esta citocina variou
de 7,8 pg/mL a 1000 pg/mL.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo das variaveis continuas foi analisada pelo teste de
D’Agostino e Pearson, com os resultados expressos em média + DP ou mediana e
intervalo interquartil Q1-Q3 (percentil 25% — percentil 75%), a depender da mesma.
A diferenga entre as medianas de dois grupos foi determinada pelo teste de Mann-
Whitney, enquanto os subgrupos clinicos dos pacientes foram comparados pelo
teste de Kruskal-Wallis. A associagao entre grupos categoéricos foi realizada pelo
teste exato de Fisher. Foram considerados estatisticamente significativos os
resultados das analises com o valor de P < 0,05. As analises estatisticas foram

realizadas com o programa Prism verséo 5.1 (GraphPad Software Inc., USA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS INVESTIGADOS

Neste estudo foram incluidos 162 individuos hipercolesterolémicos, sendo
82 (51%) homens e 80 (49%) mulheres. A idade da populacdo em estudo variou
entre 30 - 85 anos, tendo média de idade de 60 + 9 anos (Tabela 1). Baseado nas
informacdes clinicas presentes nos formularios de dispensacdo de medicamentos
para tratamento da dislipidemia e nos relatérios médicos, este grupo foi
representado por 100/162 (62%) individuos com aterosclerose comprovada pelo
exame de cineangiocoronariografia. Dentro do grupo total existiam 67 individuos
com histérico de IAM, 48 com diagnostico de angina e 23 com AVC. Outras
morbidades cardiacas também estiveram presentes em menor prevaléncia, como a
insuficiéncia cardiaca, doencga obstrutiva da carétida, isquemia mitral, doenca arterial
periférica.

Dentro das caracteristicas clinicas da populagdo amostral, avaliou-se a
presenca de fatores de risco -cardiovascular. Todos o0s pacientes eram
hipercolesterolémicos (100%), 139/162 (85,8%) hipertensos, 103/162 (63,6%)
tinham historia familiar de doenca cardiovascular, 78/162 (48,1%) relataram ser
sedentarios, 52/162 (32,1%) tinham o diagnéstico de diabete melito, 18/162 (11,1%)
relataram ser tabagistas e 13/162 (8,0%) eram obesos (Tabela 1). Adicionalmente,
todos os individuos incluidos faziam uso de estatina, sendo que 138/162 (85,2%)
encontravam-se fazendo uso de sinvastatina e 24/162 (14,8%) utilizavam
atorvastatina. No entanto, todos os participantes do estudo estavam fazendo a
inscricdo no programa estadual de medicamentos de alto custo para adquirirem

atorvastatina mensalmente.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e dados demograficos dos pacientes

Feminino Masculino Total

(n = 80) (n=82) (n=162)

Idade 62 + 10 59+8 609
Tabagismo 5 (6%) 13 (16%) 18 (11%)

Obesidade 8 (10%) 5 (6%) 13 (8%)
Diabetes 29 (36%) 23 (28%) 52 (32%)
Sedentarismo 40 (50%) 38 (46%) 78 (48%)
Hist. Familiar 52 (65%) 51 (62%) 103 (64%)
Hipertensao 71 (89%) 68 (83%) 139 (86%)
Sinvastatina 69 (86%) 69 (84%) 138 (85%)
Atorvastatina 11 (14%) 13 (16%) 24 (15%)

Fonte: llustragdo da autora.

O grupo controle foi representado por 30 doadores de banco de sangue,
15 homens e 15 mulheres. A idade média deste grupo foi 32,8 + 8,4 anos, variando
entre 20 - 53 anos. Todos os integrantes deste grupo possuiam o perfil lipidico

normal.

5.2 AVALIACAO LABORATORIAL

5.2.1 Perfil Lipidico

Os resultados obtidos do perfil lipidico dos grupos subdivididos por género
estdo demonstrados na Tabela 2. As dosagens de colesterol total, LDL-C e Apo-B
foram estatisticamente diferentes nos grupos femininos controles e pacientes (CT,
P< 0,01; LDL-C, P < 0,01 e Apo-B, P < 0,01). Controles e pacientes masculinos
apresentaram niveis semelhantes de todos os parametros avaliados no lipidograma
(P> 0,05). Confrontados com o valor de referéncia adotado na populacéao brasileira,
pacientes do sexo masculino apresentaram niveis medianos de HDL-C baixos
(38 mg/dL, V.R. = 40 mg/dL) e niveis medianos de TG acima do limite superior
aceitavel (180,5 mg/dL; V.R. = 150 mg/dL).

Na analise estatistica realizada com os subgrupos CA neg, CA pos, IAM neg
e IAM pos, foi verificado que pacientes feminino sem e com alteragdes na
cineangiocoronariografia tinham diferencas estatisticas nos seus niveis de CT
(CA neg = 213 mg/dL e CA pos = 186 mg/dL, P < 0,01), LDL-C (CA neg = 128,6
mg/dL e CA pos = 116,8 mg/dL, P < 0,05) e HDL-C, (CA neg = 49 mg/dL e CA pos =

40 mg/dL, P < 0,05). Nos pacientes deste género sem e com relato de IAM, existiram
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diferencas estatisticas nos niveis de CT (IAM neg = 199 mg/dL e IAM pos = 186
mg/dL, P < 0,05) e HDL-C (IAM neg = 50 mg/dL e IAM pos = 39 mg/dL, P < 0,01).
Nos pacientes masculinos, comparados CA neg e CA pos, existiram
diferencas nos niveis de CT (CA neg =180 mg/dL e CA pos = 154 mg/dL, P < 0,05) e
LDL-C (CA neg = 100,4 mg/dL e CA pos = 76,0 mg/dL, P < 0,05), enquanto em
relagdo a ocorréncia ou ndo de IAM, ndo foram observadas diferengas estatisticas

nos niveis de qualquer dos parametros avaliados nos lipidogramas dos dois grupos.

Tabela 2: Perfil lipidico dos grupos de acordo com o género.

Feminino Controle Masculino Controle
(n=80) (n =15) (n = 82) (n=15)
CT 193,0 156,0 168,5 169,0
(156,0 - 244,5) (138,0-182,0) (129,8-192,3) (141,0-190,0)
LDL-C 122 82,00 87,4 93,4
(74,6 - 158,4) (55,8 - 99,2) (60,3-116,7) (74,2 -109,2)
HDL-C 43,50 50,0 37 40,0
(38,0 - 54,7) (41,0 - 65,0) (33,0 -44,2) (33,0 - 49,0)
TG 144,0 126,0 180,5 146,0
(110,5 - 208,3) (79,0 - 164,0) (133,0 -237,8) (109,0 -196,0)
Apo-A 150,0 138,0 135,0 129,0
(131,3 - 165,0) (126,0 - 170,0) (119,8 -154,3)  (112,0 - 145,0)
Apo-B 94,5 67,4 77,10 74,6

(69,6 - 119,5) (61,2 - 80,8) (61,2-97,1) (65,7 - 89,7)
Valores representam as medianas em mg/dL e seus respectivos IQR 25% - 75%.
Fonte: llustracao da autora.

5.2.2 Proteina C-Reativa

Os niveis séricos da PCR nao mostraram variagcdes entre os pacientes
(mediana 2,7 mg/L, IQR 1,4 mg/L — 5,8 mg/L) e o grupo controle (mediana 2,3 mg/L,
IQR 1,6 mg/L — 3,9 mg/L). Separando os valores em grupos de baixo risco (PCR < 3
mg/L) e de alto risco (PCR > 3 mg/L), verificou-se que os pacientes do grupo de
baixo risco eram representados por 56% (90/162) destes individuos, enquanto o de
alto risco correspondeu a 44% (72/162). Nos controles, o grupo de baixo risco foi
constituido por 63% (19/30) e o de alto risco por 37% (11/30) (Figura 1).
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Figura 1: Frequéncia da distribuicdo dos niveis de PCR em pacientes e controles.
Nota: Associagao entre os grupos categoricos, investigada pelo teste exato de Fisher.
Fonte: llustracado da autora.

Houve diferenga estatistica nos niveis de PCR dos pacientes separados
por género (P < 0,01). Os homens apresentaram uma mediana menor do nivel de
PCR (2,4mg/L, IQR = 1,2 — 5,0 mg/L) quando comparada a mediana das mulheres
(3,5 mg/L, IQR = 1,8 — 6,4 mg/L) (Figura 2, P < 0,05). Proteina C-reativa acima de
3 mg/L foi observada em 29/82 (35%) homens e 43/80 (54%) mulheres (dado néo
ilustrado). N&o foram observadas diferengcas nos niveis séricos quando os
subgrupos clinicos baseados na ocorréncia de altera¢des cineangiocoronariograficas

e IAM foram comparados, em ambos 0s géneros.
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Figura 2: Distribuicdo dos niveis séricos de PCR nos pacientes por género
Nota: Feminino, mediana 3,5 mg/L, IQR 1,8 — 6,4 mg/L; masculino, mediana 2,4 mg/L, IQR
1,2 — 5,0 mg/L). Teste de Mann-Whitney, P < 0.05. Fonte: llustragao da autora.

5.2.3 Citocinas

A investigacdo conduzida com as sete citocinas deste estudo, mostrou
algumas diferencas entre as medianas dos pacientes e dos controles dos géneros
masculino e feminino. No grupo feminino os niveis das medianas de duas citocinas
pro—aterogénicas, IL-8 e TNF-a, foram mais elevados nos controles (IL-8 = 14,7
pg/mL e TNF-a = 9,5 pg/mL) quando comparados com os pacientes (IL-8 = 9,2
pg/mL; TNF-a = 6,4 pg/mL). A citocina anti-inflamatéria, TGF-B, mostrou um
comportamento inverso, sendo a mediana do controle (127,4 pg/mL) menor do que a

mediana dos pacientes (213,7 pg/mL) (Tabela 3).
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Tabela 3: Niveis séricos das citocinas nos controles e pacientes femininos

Controles Pacientes Nivel de

(n=15) (n =80) Significancia(P)
MCP-1 (119,104? ’f 66,9) (54,49f3 ’f 55,8) > 0.05
IL-1B (3,95L15,9) (4104L75,4) - 0.05
TNF-a (7,551’15 2.7) (4,8%0,2) <0.05
-8 (13,11‘1’712,0) (8,1 %213,6) <0.05
-6 (2,314113,7) (1 ,82L13,3) > 0.05
=10 (5,;%,6) (5,16:'7,4) >0.05
TGF-B 127,4 2137 <005

(76,9-188,6) (146,4 — 295,9)
Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%).
Teste Mann-Whitney. Fonte: Producgéo da autora

No grupo masculino, as citocinas pré-inflamatérias, MCP-1, IL-8 e TNF-q,
exibiram niveis medianos mais elevados no grupo controle (242,3 pg/mL; 27,3
pg/mL; 11,4 pg/mL, respectivamente) quando comparados com as medianas dos
niveis destes mediadores nos pacientes (125,3 pg/mL; 9,4 pg/mL, 6,9 pg/mL,
respectivamente) (Tabela 4).

Entre as citocinas com acéo anti-inflamatoria, houve diferenca entre a
mediana de TGF-B dos controles (131,0 pg/mL) quando comparada aquela dos
pacientes (196,3 pg/mL), sendo mais elevada nestes ultimos (P < 0,001). O nivel da
IL-10 (6,3 pg/mL) foi menor nestes individuos quando comparado com os controles
(8,4 pg/mL) (Tabela 4).
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Tabela 4: Niveis séricos das citocinas nos controles e pacientes masculinos

Controles Pacientes Nivel de
(n =15) (n =82) Significancia(P)

MCP-1 (169,2043 ’396,1) (74,;2—51’%3,2) < 0,001
IL-1B 55 115) w7 79) > 0,05
TNF-a (8,41—1 " 7.8) (4,9?’?0,6) < 0,01

IL-8 (17,22 7-’?%3,4) (8,3%4% 2,0) < 0,0001
IL-6 (1 ,82i22,7) 2.2 1—’S:i)o,?) > 0,05
IL-10 (7.1 Ei’420,2) (5,16l37,9) < 0,01
S 131,0 1963 < 0,001

(78,6 — 182,9) (144,8 — 288,7)
Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%).
Grupos comparados pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: Produgéo da autora

5.3 CITOCINAS E CARACTERISTICAS CLINICAS

As tabelas 5 e 6 apresentam os niveis das citocinas MCP-1,IL-13, TNF-q,
IL-8, IL-6, IL-10 e TGF-B dos controles e dos pacientes femininos e masculinos,
respectivamente, agrupados com base nos resultados da cineangiocoronariografia e
da historia de IAM.

Tabela 5: Niveis séricos das citocinas em grupos clinicos femininos

CA neg CA pos IAM neg IAM pos P
(n = 39) (n = 41) (n = 53) (n = 27)
MCP-1 126,5 85,6 126,5 75,5 >0,05
(68.6-143,1)  (50,2-169,3) (71,9-180,7)  (44,1-117.7)
IL-1 4.6 4.8 4.6 5.1 >0,05
(3,9-5,1) (4,2-5.6) (3,9-4.,9) (4,3-6,7)
TNE-a 5,7 7,5 5,7 9,5 >0,05
(5,1-7,6) (4,7-11,6) (4,6-7,6) (6,1-19,9)
IL-8 9,2 9,9 8,2 15,9 >0,05
(8,1-12,1) (8,1-26,3)  (8,0-11,5)  (8,9-37,5)
IL-6 1,9 2,4 2,1 2,2 >0,05
(1,8-3,2) (1,9-3,0) (1,8-3,3) (1,9-2,5)
IL-10 6,3 5,5 6,3 54 >0,05
(5,6-8,1) (5,1-7,1) (5,4-8,1) (4,9-6,6)
219,5 154,6 >0,05
TGF-B  (1382— 205,9 (114.0- 2273

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%).
Fonte: Producg&o da autora




Tabela 6. Niveis séricos das citocinas em grupos clinicos masculinos
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CA neg CA pos IAM neg IAM pos P
(n =23) (n = 59) (n =42) (n = 40)
MCP-1 127,3 123,2 114,9 129,4 >0,05
(68,4—-159,5) (75,0-190,4) (70,3-171,9) (80,3-188,5)
L1 4,4 6,1 5,8 6,5 >0,05
(3,6-8,4) (5,0-7,9) (4,1-9,6) (5,3-7,9)
TNF-a 7,3 6,8 7,2 6,6 >0,05
(5,3-11,7) (4,9-10,7) (5,1-10,7) (4,9-10,7)
IL-8 9,2 9,9 10,3 8,9 >0,05
(8,3-14,1) (8,3-11,9) (8,4-13,3) (8,3-12,0)
IL-6 2,4 1,9 24 1,9 >0,05
(1,7-2,8) (1,7-3,7) (1,8-3,4) (1,6-2,3)
IL-10 6,5 6,2 6,4 6,2 >0,05
(5,3-8,6) (5,1-7,6) (5,3-8,5) (5,0-7,4)
TGF-B 182,9 200,1 192,4 201,1 >0,05

(141,9-275,0) (149,2-303,5) (141,9-288,7) (153,4-300,4)

Valores representados por mediana e IQR (percentil 25% - percentil 75%).
Fonte: Producéo da autora

Nos pacientes do género feminino foi verificado que os niveis de IL-8 e

TNF-a eram mais altos nas mulheres com histéria clinica de IAM quando

comparados com aquelas sem este historico (Figura 3 e 4).
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Figura 3 — Niveis séricos de IL-8 em pacientes com e sem histdria de IAM

Nota: Estao representadas as medianas e os intervalos interquartilicos 25% e 75%. Grupos

comparados pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: llustracao da autora.
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Figura 4 — Niveis séricos de TNF-a em pacientes com e sem histéria de IAM
Nota: Estdo representadas as medianas e os intervalos interquartilicos 25% e 75%. Grupos
comparados pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: llustracao da autora.

Diferente comportamento foi observado para a citocina IL-10, cujos niveis
foram menores nas pacientes que tiveram IAM e mais altos naquelas classificadas
como IAM negativo (Figura 5). Pacientes masculinos ndo apresentaram diferengas
nos niveis das citocinas quando foram avaliados os grupos clinicos, usando o0s

parametros acima descritos para o género feminino.
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Figura 5 — Niveis séricos de IL-10 em pacientes com e sem histéria de IAM
Nota: Estdo representadas as medianas e os intervalos interquartilicos 25% e 75%. Grupos
comparados pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: llustracao da autora.
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6 DISCUSSAO

A atividade inflamatéria na aterosclerose tem sido extensivamente
pesquisada. Contudo, os mecanismos pelos quais os lipidios induzem inflamacéao
vascular e os mecanismos da inflamagédo em todos os estagios da aterosclerose
permanecem, em grande parte, desconhecidos. De forma semelhante, a
identificacdo de marcadores inflamatérios preditores de doencgas cardiovasculares
poderia auxiliar na deteccéo precoce, prevencao e tratamento da aterosclerose.

O presente estudo investigou os niveis séricos de PCR e citocinas
classificadas como pro6 e anti-aterogénicas em individuos hipercolesterolémicos com
fatores de risco cardiovasculares e diagndstico de doengas coronarianas, todos
tratados com estatinas. Os pacientes foram classificados para a avaliacdo por
género em virtude das diferencas ja documentadas na doencga aterosclerdtica em
homens e mulheres no que se refere aos parametros bioquimicos e biomarcadores
inflamatorios. A média de idade dos individuos participantes da populacao alvo foi
relativamente alta, porém comparavel aquela presente na maioria dos estudos
relacionados as doencgas cardiovasculares (RIDKER et al., 2001; NICHOLLS et al.,
2007). A prevaléncia dos fatores de risco como hipertensao arterial, histéria familiar
de doenca cardiovascular, sedentarismo, diabetes, tabagismo e obesidade foi similar
a encontrada em outros estudos (RIDKER et al., 2001; MOUCO et al.,, 2006;
NICHOLLS et al., 2007), diferindo apenas para diabetes e tabagismo. Na populagao
estudada, existiu uma maior prevaléncia de portadores de diabetes tipo 2 (32%) e
menor para tabagismo (11%). Tal fato pode refletir a crescente incidéncia do
diabetes no Brasil, causada por mudangas nos habitos alimentares, constituindo-se
atualmente em importante fator de risco para a ocorréncia de doencas
cardiovasculares.

A maioria dos parametros determinados no perfil lipidico dos pacientes de
ambos 0s géneros se encontraram dentro dos valores referenciais estabelecidos
para a populagéo brasileira, com exceg¢do de HDL-C e TG no grupo de pacientes
masculinos. Os niveis de CT, LDL-C e Apo-B foram mais elevados nos pacientes do
género feminino do que nos seus respectivos controles, embora estivessem dentro
do valor de referéncia adotado. Porém, no género masculino, pacientes e controles

nao apresentaram diferencas entre os parametros lipidicos.
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Diferencas estatisticas foram observadas em alguns parametros do perfil
lipidico quando os pacientes foram classificados em grupos clinicos em relagédo as
alteracbes na cineangiocoronariografia e ocorréncia de IAM. Excetuando os
pacientes masculinos com e sem relato de |IAM, os demais grupos clinicos
apresentaram diferencas estatisticas envolvendo CT e as fragées LDL-C e HDL-C.
Contudo, o significado biolégico destas diferengas estatisticas, nos niveis destes
analitos, s6 podera ser elucidado em estudos prospectivos focando a ocorréncia de
futuros eventos cardiovasculares nos individuos que constituem os mesmos.

Apesar de todos os pacientes fazerem uso de estatina, niveis de LDL-C
(< 70 mg/dL) compativeis com as metas para terapéutica preventiva estabelecidas
pela IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemia e Prevencdo de Aterosclerose
(SPOSITO et al., 2007) nao foram encontrados nos pacientes em estudo. Tratando-
se de pacientes cuja medicagdo antilipemiante é fornecida pelo SUS, no mesmo
servico de atencao farmacéutica, tal achado pode estar associado a ndo aderéncia
dos pacientes ao tratamento. Nos pacientes com doencga aterosclerotica, a obtengao
do nivel de LDL-C igual ou inferior a 70 mg/dL reduz a incidéncia de eventos
cardiovasculares (SPOSITO et al., 2007).

Por sua vez, as amostras dos controles, oriundas de doadores de banco
de sangue, tinham todos os parametros lipidicos investigados nos limites de
referéncia, caracterizando seus doadores como individuos n&o dislipidémicos. Desta
forma, puderam ser usadas como controles na comparagao dos niveis de PCR e de
citocinas dos pacientes.

A estatina, principalmente sinvastatina, € um medicamento que inibe a
atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),
baixando os niveis de colesterol e diminuindo a produgéo da LDL-C. Tal medida
terapéutica deve-se a necessidade de prevencao primaria e secundaria de eventos
cardiovasculares nestes individuos. Contudo, além da reducdo do colesterol, a
estatina tem efeitos pleiotropicos, modulando a resposta imune e inflamatéria na
doencga aterosclerética (ROMANO et al., 2000; LI et al., 2005; PASTERKAMP; VAN
LAMMEREN 2010).

Neste estudo foi observada uma semelhanca entre os valores de PCR dos
pacientes e do grupo controle, sendo observado que uma importante propor¢ao dos
individuos do grupo alvo tinham niveis de PCR maior que 3mg/dL, caracterizando-os

como portadores de alto risco para desenvolver doencas cardiovasculares de acordo
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com os padrdes internacionais (WILSON et al., 2008). Embora os niveis de PCR nos
pacientes do género feminino tenham sido maiores do que naqueles do género
masculino, nem as alteragdes angiocoronariograficas nem o histérico |IAM
influenciaram os niveis de PCR em ambos os géneros. Tem sido reportado que
individuos com perfil lipidico normal e altos niveis da PCR s&o suscetiveis a |IAM,
AVC e morte por doengas cardiovasculares, enquanto niveis de PCR acima de 3
mg/L durante o uso de estatina estao relacionados a uma pior evolugéo de pacientes
com doencgas cardiovasculares (RIDKER et al., 2005, RIDKER et al., 2010). No
entanto, um trabalho recente relatou diferencas nos niveis de PCR em mulheres de
acordo com a etnia, tendo sido verificado em 875 mulheres afrodescendentes uma
mediana de 3,2 mg/L de PCR (KELLEY-HEDGEPETH et al., 2008).

Além da PCR, outros mediadores imunologicos, principalmente citocinas,
tém sido estudados para identificar novos biomarcadores de risco de doenca
cardiovascular, possibilitando a classificacdo destes mediadores imunoldgicos em
pré e anti-inflamatorias (SANTOS et al., 2003; SCIRICA; MORROW, 2006).

As citocinas pro-inflamatorias desempenham papéis importantes na
patologia da aterosclerose, agravando a progressao da placa aterosclerética.
Adicionalmente, as citocinas pré-inflamatérias estdo aumentadas em diferentes tipos
de doencas cardiovasculares, incluindo IAM, AVC, angina e insuficiéncia cardiaca
(TUTTLE et al., 2004; EL-MENYAR, 2008).

Os niveis séricos das citocinas pro-inflamatérias 1L-8, TNF-a
apresentaram-se diminuidos nos dois géneros de pacientes. Entretanto, seus niveis
de IL-1B e IL-6 foram semelhantes, enquanto os niveis da citocina MCP-1
mostraram-se diminuidos apenas nos pacientes do género masculino quando
comparados aos controles sadios.

Tais resultados de IL-8 e TNF-a estdo de acordo com os efeitos inibitorios
das estatinas sobre a expressdo e produgdo das citocinas pro-inflamatérias em
pacientes hipercolesterolémicos (REZAIE-MAJD et al., 2002; LINDHOLM; NILSSON,
2006; ABLES; PILINGER, 2006). Estes medicamentos atuam sobre a producédo de
IL-8, MCP-1 e TNF-a alterando as condi¢cbes de migracao dos leucécitos para o local
da inflamacgao, além de inibir o acimulo de macréfagos em areas de aterosclerose
(GU et al., 1998; REZAIE-MAJD et al., 2002; ABLES; PILINGER, 2006; VEILLARD et
al., 2006).
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As observagdes sobre IL-1B e IL-6 aqui apresentadas mostraram que o
efeito supressor da estatina sobre os niveis destas duas citocinas na populacao
avaliada n&o é tao intenso quanto ao observado para IL-8, TNF-a e MCP-1, apenas
normalizando a producédo destes mediadores imunologicos. Entretanto, existem
estudos mostrando que a terapia com estatina também diminui os niveis séricos de
IL-18 e IL-6 em pacientes com hipercolesterolemia (REZAIE-MAJD et al., 2002;
LINDHOLM; NILSSON, 2006; ABLES; PILINGER, 2006). Por outro lado, n&o pode
ser descartada a possibilidade de que estes dados resultaram da baixa
concentracdo destas citocinas no soros dos pacientes e controles, dificultando a
avaliacao das mesmas em todos os pacientes incluidos por questéo de sensibilidade
analitica dos imunoensaios usados.

O resultado verificado com a citocina MCP-1 nos pacientes masculinos
sugere uma maior sensibilidade dos individuos deste género a acao anti-inflamatoria
de estatina sobre esta citocina. Tal sugestdo pode ser corroborada pelo relato de
Inadera e colaboradores (1999) de que os niveis de MCP-1 tendem a serem maiores
em homens do que em mulheres.

Os niveis de IL-10 apresentaram-se diminuidos tanto em pacientes
masculinos como femininos. A observagdo de que apenas pacientes do género
feminino com historico clinico de IAM, possuiam niveis mais altos de IL-8 e TNF-q,
com reducao nos niveis de IL-10, quando comparados aqueles sem tal histérico,
sugere que estes dois subgrupos podem possuir diferengas nos mecanismos de
regulacdo imune. Adicionalmente, esta de acordo com a documentacdo de que
reduzido nivel de IL-10 ndo apenas constitui-se em marcador da instabilidade da
placa aterosclerotica, como indica um progndstico ruim apos ocorréncia de isquemia
aguda (HEESCHEN et al, 2003). Assim, a inexisténcia de relato de IAM recente
entre estas pacientes (dados de prontuéario) fortalece a possibilidade de eventos
cardiacos futuros, principalmente porque as doencgas cardiovasculares sdo a
principal causa de morbi-mortalidade nas brasileiras acima de 50 anos de idade,
existindo um risco seis vezes maior de morte pelas mesmas do que por cancer de
mama (FERNANDES et al., 2008).

Alguns mecanismos tém sido sugeridos na estabilizagdo da placa
aterosclerotica, através de duas citocinas principais, IL-10 e TGF-B. Enquanto a
citocina IL-10 € um dos principais responsaveis pelo controle da resposta
inflamatéria na aterosclerose (VON DER THUSEN et al., 2003; LI et al., 2005), a
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TGF-B atuaria como inibidor da molécula de adesado envolvida no recrutamento de
leucécitos, além de regular a ativagao de linfocitos T (OS et al., 2002; GRAINGER,
2007, ROBERTSON et al., 2003). Neste estudo, foi verificado importante aumento
nos niveis de TGF-B dos pacientes de ambos os géneros, o qual pode estar
provavelmente associado aos efeitos da medicagéo anti-lipemiante usada por estes

individuos.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados aqui apresentados, as seguintes conclusées podem

ser produzidas:

7.1 Pacientes assistidos no Servico de Cardiologia do Hospital Ana Nery do C-
HUPES apresentam fatores de risco para doencgas cardiovasculares semelhantes

aqueles observados em outras populacdes de diferentes etnias.

7.2 O perfil lipidico destes individuos, embora de acordo com os valores referenciais
populacionais, ndo atendem satisfatoriamente as recomendacgbes da IV Diretriz
Brasileira Sobre Dislipidemia e Prevencao de Aterosclerose — Departamento de
Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia para individuos em uso de

terapia antilipemiante.

7.3 A investigacao de aterosclerose em pacientes do género feminino do Estado da
Bahia deve considerar a possibilidade do achado laboratorial de niveis
aparentemente elevados de PCR, o0s quais sdo compativeis com a

afrodescendéncia prevalente na populagao baiana.

7.4 Foi observado que a estatina possui aléem do efeito hipolipemiante, uma acgéo
reguladora na produgdo de citocinas envolvidas com a imunopatogénese e

regulacdo imune da aterosclerose.

7.5 A possibilidade de ocorréncia de novos eventos cardiovasculares em mulheres
com niveis aumentados das citocinas pré-inflamatorias IL-8 e TNF-a e redugao
nos niveis da citocina imunorregulatéria IL-10, hipdtese que deve ser confirmada
em futuros estudos, principalmente naquelas com histéria pregressa de IAM e em

uso de estatina.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Através deste documento, declaro a minha participacdo voluntaria no estudo Perfil de
citocinas e quimiocinas envolvidas na imunopatogenia e regulagdo imune da
aterosclerose em uma populagao de Salvador — Bahia coordenado pelo Dr. Ajax Mercés
Atta, Professor Titular de Imunologia Clinica e Chefe do Laboratério de pesquisa em
Imunologia (LAPIM) do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia, com endereco a Rua Bardo de Jeremoabo, s/n°, bairro de

Ondina (tel.: 71 — 3283-6972, e-mail: dilda.lapim@ig.com.br), que tem como objetivo

investigar os mecanismos envolvidos na patogénese da doencga obstrutiva coronaria crénica,
vascular cerebral e/ou renal crbnica, da qual sou portador (a). Com essa finalidade, consinto
que seja retirada uma pequena quantidade do meu sangue, equivalente a 25 mililitros,
através de colheita realizada em uma das veias do meu antebraco, para que seja usada
nesta investigacéo. Sei, e também fui informado (a) que esta colheita do meu sangue néo
oferece nenhum risco para minha saude, assim como nao podera causar nenhuma reagéo
adversa futura ao meu organismo. Nesta mesma oportunidade, fui esclarecido (a), que
serao realizados exames de laboratério no meu sangue cujos resultados serdo apenas
conhecidos pela equipe que os realizou e também pela equipe médica que me acompanha,
coordenada pelo Professor Dr. Roque Aras, Chefe do Servigo de Cardiologia do Hospital
Ana Nery do Complexo Hospitalar Hospital Universitario Prof. Edgard Santos da
Universidade Federal da Bahia, aos quais terei acesso se for minha vontade, e serdo
mantidos em total sigilo, preservando a minha identidade e privacidade. Além disso, fui
também informado (a) que a minha recusa em nao participar do estudo, n&do causara
nenhum prejuizo para minha assisténcia médica e terapéutica, como também nao receberei
nenhum auxilio financeiro por esta minha atitude de participar da pesquisa. O Unico
beneficio que terei sera a avaliacdo laboratorial, sem nenhum custo a qual podera ou nao
causar novas condutas clinicas e/ou tratamentos pela equipe médica responsavel que me
acompanha. Finalmente declaro que sou sabedor que os resultados obtidos neste estudo
(de todos os pacientes juntos, sem que nenhum seja identificado individualmente) seréo
publicados em congressos e revistas médicas, o que permitira significativa contribuigcéo
cientifica sobre a imunopatogénese e regulagdo imune da aterosclerose, ajudando outros
pacientes como eu.

Salvador, / /

Nome: RG:

Assinatura:




ANEXO B
SERVICO DE CARDIOLOGIA HOSPITAL ANA NERY
LABORATORIO DE PESQUISA EM IMUNOLOGIA
FACULDADE DE FARMACIA - UFBA

FORMULARIO DE PESQUISA

Paciente n°:
IDENTIFICACAO
NOME:
SEXO: ( ) FEMININO ( ) MASCULINO COR:
DATA DE NASCIMENTO: / / IDADE:
ENDERECO:
NATURALIDADE: TELEFONE:
DIAGNOSTICO
Hipercolesterolemia ( ) Hipertrigliceridemia ( ) Diabetes Mellitus ( )
IAM () Angina ( ) AVC () DAP ()
LUPUS () Doencga da tiredide ( ) HEPATITEC ( ) Anemia Falciforme ( )

INFORMACOES COMPLEMENTARES

FATORES DE RISCO

( ) Hereditariedade ( ) Diabetes

( ) Tabagismo ( ) Sedentarismo

( ) Obesidade () Hipertenséo arterial
Anotagdes:
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EXAMES COMPLEMENTARES

Teste Resultado Data Tipo de Exame Normal Anormal
Colesterol Eletrocardiograma
Total
HDL-C Teste Ergométrico
LDL-C Cintilografia
Triglicérides Cineangiocoronariografia
Glicemia Dopglgr de artéria

periférica

Creatinina CT ou RNM de Cranio
Uréia
TGO
TGP
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