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RESUMO

7

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica caracterizada pela
retencao de lipidios e células da resposta imunol6gica na intima arterial. Monécitos e
macréfagos séo células centrais no processo da formacdo da lesdo de ateroma,
entretanto, um crescente numero de evidéncias aponta para a participacdo dos
neutrofilos, principalmente nos estagios mais tardios da doenca. Os neutroéfilos
contribuem para a propagacao da inflamacao através de producéo e liberacdo de
mediadores locais, que induzem um maior recrutamento de leucocitos. Aléem disso,
produzem multiplas proteases capazes de degradar a matriz extracelular e atuando
no processo de desestabilizacdo e consequente ruptura da placa aterosclerética. A
existéncia de subpopulagdes de neutrofilos com heterogeneidade funcional e
fenotipica e fungbes pr6 e anti-inflamatéria vem sendo descrita em doencas
inflamatérias crénicas, mas ainda nao foram caracterizadas em doencas
cardiovasculares. O presente estudo teve por objetivo evidenciar a participacao dos
neutréfilos em diferentes estagios da doenca arterial coronariana (DAC). Para tal,
neutrofilos do sangue periférico de pacientes com DAC (doenga coronariana crénica
- DCC e sindrome coronariana aguda - SCA) e controles com (FR) e sem (C) fatores
de risco para aterosclerose foram avaliados quanto a expressao de marcadores de
membrana por citometria de fluxo e a concentracdo de produtos de neutréfilos foi
determinada no plasma por ELISA. Observamos uma maior expressdao de moléculas
de adesdo como CD11b nos grupos FR, DCC e SCA. O grupo DCC apresentou uma
maior frequéncia de neutréfilos CD54+ e CCR5+, além de uma maior expressao da
glicoproteina CD177, enquanto o grupo SCA apresentou maior frequéncia de
CXCR1+. Os mesmos grupos apresentaram concentracbes plasmaticas mais
elevadas de mieloperoxidase e elastase neutrofilica em relacdo ao grupo controle,
enquanto os niveis de IL-8 e NGAL foram maiores nos pacientes com DCC. A
dosagem de dsDNA, que reflete a formagao de NETs, também foi maior no grupo com
DCC e individuos com FR. Em conjunto, nossos resultados mostraram alteracoes na
populagéo de neutréfilos, bem como na producao de seus mediadores nos diferentes
estagios da doenca aterosclerética indicando a sua participacdo no processo de
aterogénese.

Palavras-chaves: aterosclerose, neutréfilos e inflamagéao.



ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease characterized by retention of lipid
and immune response cells in the arterial intima. Monocytes and macrophages are
central cells in the process of atheroma lesion formation, however, a growing body of
evidence points to the involvement of neutrophils, especially in the later stages of the
disease. Neutrophils contribute to the spread of inflammation through the production
and release of local mediators, which induce a higher recruitment of leukocytes. In
addition, they produce multiple proteases capable of degrading the extracellular matrix
and acting in the process of destabilization and consequent rupture of the
atherosclerotic plaque. The existence of neutrophil subpopulations with functional and
phenotypic heterogeneity and pro and anti-inflammatory functions has been described
in chronic inflammatory diseases, but they have not yet been characterized in
cardiovascular diseases. The present study aimed to evidence the participation of
neutrophils in different stages of coronary artery disease (CAD). Peripheral blood
neutrophils from patients with CAD (Stable angina - SA and unstable angina) and
controls with (RF) and without (C) risk factors for atherosclerosis were evaluated for
expression of membrane markers by flow cytometry and the concentration of
neutrophil products was determined in the plasma by ELISA. We observed a greater
expression of adhesion molecules such as CD11b in the RF, SA and UA groups. The
SA group had a higher frequency of CD54 + and CCRS5 + neutrophils, in addition to a
greater expression of the CD177 glycoprotein, while the CAD group had a higher
frequency of CXCR1 +. The same groups had higher plasma concentrations of
myeloperoxidase and neutrophil elastase than the control group, whereas IL-8 and
NGAL levels were higher in patients with SA. The dosage of dsDNA, which reflects the
formation of NETs, was also higher in the group with SA and individuals with RF. Taken
together, our results showed changes in the neutrophil population, as well as in the
production of its mediators in the different stages of atherosclerotic disease, indicating
its participation in the atherogenesis process.

Key-words: neutrophil, atherosclerosis, inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 A resposta inflamatdria na aterosclerose — participacao de neutrofilos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as Doengas
Cardiovasculares (DCV) séo a primeira causa de morte no mundo. Estima-se que 17,7
milhdes de pessoas morreram de doenca cardiovascular em 2015, o que representa
31% de todas as mortes globais, sendo a maioria devido a doenga arterial coronariana

(DAC) e acidente vascular cerebral (1).

A base fisiopatoldgica para os eventos cardiovasculares, como a DAC e o
acidente vascular encefalico € a aterosclerose. Considerado como um processo
inflamatorio crénico de evolugéo lenta, a aterosclerose é caracterizada pelo acumulo
de lipidios e componentes celulares da resposta imunoldgica nas artérias de grande
e médio calibre levando a formacdo de lesbes conhecidas como placas

ateroscleroticas ou ateromas (2-4).

A patogénese da aterosclerose envolve a ativagao de vias de sinalizagao pro-
inflamatdrias, a expressao de citocinas, quimiocinas e o aumento do stress oxidativo.
O estresse oxidativo é o desequilibrio em favor do aumento da geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e/ou reducao dos sistemas de defesa anti-oxidante inatos
do corpo (5). As EROs desempenham um papel importante nas respostas
inflamatorias, na apoptose, no crescimento celular e na alteragao do ténus vascular,

bem como na oxidagao do LDL-colesterol (6).

A particula de LDL retida na intima arterial pode sofrer modificagcao por enzimas
e radicais de oxigénio, formando moléculas de LDL oxidada (LDLox) (7).

Entre os leucdcitos que migram, os monécitos sdo as principais células
envolvidas na formacgéao da leséo inicial. A presenca de fatores de crescimento, como
M-CSF, promove a transformacédo dos mondcitos em macréfagos, o principal grupo
celular envolvido nos processos de formagdo e desestabilizagdo das lesdes de
ateroma (8). Os macréfagos passam a expressar grande quantidade de receptores da
imunidade inata envolvidos nos processos de endocitose de lipoproteinas e
fragmentos apoptéticos, como os receptores scavenger (SR), representado
principalmente pelo CD36, que apresentam papel essencial na formacdo da célula
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espumosa, caracteristica do ateroma (9, 10). Além disso, os macréfagos aumentam a
expressao de receptores que induzem ativacado de vias pré-inflamatérias como os

receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores do tipo NOD (NLRs) (10).

Mais recentemente os neutréfilos vém sendo apontados como importantes
participantes da patogénese das lesbes ateroscleréticas, com estudos mostrando o
envolvimento destas células nos processos que causam acidente vascular isquémico,

trombose e aterosclerose (11-13).

Os neutréfilos estdo entre as primeiras células a responder a microrganismos
invasores ou danos teciduais, correspondem a 70% dos leucécitos do sangue
periférico e tém meia vida curta (6-8h) na circulagdo. Participam ativamente do
processo de inflamacé&o aguda, com importante papel na fagocitose e produgéo de
espécies reativas de oxigénio, mieloperoxidase (MPO) e varias enzimas proteoliticas,
como a elastase. Estes mecanismos em conjunto levam a eliminagcdo de agentes
microbianos patogénicos, mas também contribuem para a destruicao tecidual (14).
Muitas das funcdes desempenhadas pelos neutréfilos ocorrem através da ativacéo e
sinalizacao de receptores da imunidade inata, tais como TLRs, receptores de lectina
do tipo C e receptores do tipo RIG-I (15, 16).

Varios estudos nos ultimos anos mostraram haver uma correlacao direta entre
a contagem de neutréfilos do sangue periférico e as doencas cardiovasculares (17,
18). Além disso, a razdo entre o numero total de neutréfilos e de linfocitos (NLR —
“Neutrophil Lymphocyte Ratio”) vem sendo utilizada como marcador de risco
cardiovascular com alto valor preditivo e de prognéstico para acidentes
cardiovasculares (19, 20). O aumento no numero de neutréfilos jovens (desvio a
direita) sugere uma liberacao precoce de neutréfilos da medula 6ssea, fato geralmente
associado a infecgéo ou inflamacéo (21).

Por muito tempo os neutréfilos foram negligenciados no contexto da
fisiopatologia da aterosclerose. Esta lacuna pode ser atribuida a sua rara deteccao
nas lesoes (vida média curta) e a falta de métodos de detecgao sensiveis e especificos
que permitam sua diferenciacdo de outras células como mondcitos e células
dendriticas (DCs), com as quais compartilham alguns receptores de membrana. No
entanto, novas evidéncias tém indicado a participacao dos neutrdéfilos na aterogénese.
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1.2 Receptores de quimiocinas e granulos

Durante a formacéo do ateroma, os neutroéfilos ganham acesso a intima arterial
por mecanismos que envolvem a integrina-B2 e as quimiocinas CXCL8 (IL-8) e CCL5
(RANTES), por intermédio da ligagao aos receptores CXCR2, CCR1 e CCR5 (22-25).
Déring e colaboradores mostraram que camundongos deficientes em ApoE e St3Gal4,
uma glicosiltransferase envolvida na geracao de selectinas, desenvolvem lesdes
ateroscleroticas significativamente menores comparado a camundongos selvagens
(26).

O controle da migracao de neutréfilos para a placa coronariana envolve o
receptor de quimiocina CXCR2 (25). Este receptor se liga a IL-8 com alta afinidade
assim como outros ligantes CXCL1, CXCL2, CXCL3 e CXCL5. CXCR2 é expresso em
neutréfilos e tém importante papel em mediar a migracao destas células, visto que sua
inibicao diminui o recrutamento de neutréfilos para sitios inflamatérios (27, 28). Em
estudos prévios a administracdo de AZD5069, antagonista especifico de CXCR2, foi
capaz de inibir o fluxo de calcio, a quimiotaxia e a expressao de CD11b em neutrofilos
humanos in vitro, em resposta a ligantes como IL-8 e fator de crescimento associado
ao oncogene-a (29). Em um modelo de inflamacgao pulmonar induzida por LPS em
camundongos o inibidor de CXCR2, AZD5069 reduziu a neutrofilia de forma dose
dependente tanto no fluido broncoalveolar como no soro (30). Estes achados
embasaram ensaio clinico em andamento no qual o efeito de AZD5069 vem sendo
avaliado quanto ao seu efeito na reserva de fluxo coronariano medida pela tomografia
computadorizada com emissao de pdsitrons e pela morfologia das placas coronarias
(31).

Outro receptor de quimiocina importante no desenvolvimento da aterosclerose
e expressa por neutréfilos € 0o CXCR4, envolvido na liberagédo de neutréfilos da medula
0ssea, bem como na depuragdo de neutrofilos senescentes da circulacao (32, 33).
Varios estudos mostraram que ao bloquear o CXCR4 observaram um aumento da
liberacao de neutréfilos da medula éssea para a circulagao (33, 34). Em camundongos
ApoE -/-, o bloqueio completo e crénico de CXCR4 com AMD3465, um antagonista de
CXCR4, aumentou o niamero de neutréfilos no sangue, resultando em um acumulo
destas células na parede do vaso aterosclerético, promovendo a progressao da placa
(34).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%B6ring%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24425712
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Uma vez no interior da lesdo de ateroma, os neutréfilos respondem a
componentes enddgenos alterados presentes no microambiente, como a particula de
LDL oxidada. O reconhecimento dessas moléculas induz a transmigragdo e
desgranulagéo levando a ativagdo da resposta inflamatéria pela secrecao de uma
grande variedade de mediadores como o leucotrieno B4, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e pela liberacdo de enzimas granulares. Estes eventos promovem o

aumento da adesividade e da permeabilidade do endotélio vascular (35).

Granulos como azurocidina, LL-37, a-defensinas e NGAL (lipocalina
associada a gelatinase de neutréfilos), amplamente restritos a neutréfilos foram
identificados por imuno-histoquimica em lesdes ateroscleréticas (36-39). Desde
entdo, varias proteinas tipicamente expressas e liberadas por neutréfilos passaram a

ser utilizadas como biomarcadores da doenca, como a MPO (40, 41).

Presente em maior concentragdo nos neutrofilos, a MPO é uma enzima
presente em lesdes ateroscleroticas humanas e fundamental na producdo de EROS
(42, 43). Brennan et al. dosaram os niveis plasmaticos em pacientes com DAC e o
observaram aumento nos niveis de paciente com angina instavel, além disso
mostraram em seu estudo que os niveis plasmaticos de mieloperoxidase predizem os
riscos cardiovasculares independentemente dos niveis de proteina C-reativa e outros
marcadores de inflamacao (44). Liu e colaboradores mostraram que a administragéo
de INV-315, inibidor farmacolégico da MPO, em camundongos ApoE-/- resulta em
uma reducao consideravel das placas ateroscleréticas, devido a melhora da funcao
vascular (45).

A elastase neutrofilica (NE), uma serina proteinase armazenada em
granulos azurdfilos, é liberada para o espaco extracelular em resposta a varios
estimulos inflamatérios agudos e/ou crénicos (46). Marino e colaboradores detectaram
elastase, IL-8 e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em neutréfilos na
circulacdo e no interior de placas ateroscleréticas de pacientes submetidos a
endarterectomia carotidea, relacionando-os ao desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose (47). Em camundongos ApoE-/- NE-/- foi observada uma reducéo
significativa do tamanho das placas ateroscleréticas, além de um menor niumero de
neutroéfilos e macréfagos no interior das mesmas (48).
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Em estudo prospectivo foi demonstrado associacdo entre concentracoes
plasmaticas de NGAL, glicoproteina estocada em gréanulos de neutréfilos, e eventos
cardiovasculares, com valores preditivos superiores a proteina C reativa (49). A
expressao de NGAL em células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos
em placas ateroscleréticas sugere seu envolvimento na disfuncao endotelial,
processos inflamatérios e degradacdo de matriz que levam a instabilidade da placa
aterosclerotica pela modulacdo da metaloproteinase-9 (MMP-9). A formacao de
complexos NGAL e MMP-9 é crucial para a eroséo da placa aterosclerética e formagéo
do trombo (49, 50).

1.3 Imunomodulacao

Neutréfilos também séo células capazes de modular a resposta imune por meio
da liberagdo de granulos que leva ao recrutamento e ativagdo de mondcitos,

macrofagos e células dendriticas (51, 52).

De fato, o extravasamento de neutrofilos para o local da inflamacao é
imediatamente seguido por uma onda de migracdo de mondcitos (53). A liberacdo de
azurocidina e proteinase-3 dos neutréfilos aumenta a expressdo da molécula de
adesao vascular-1 (VCAM-1) e ICAM-1, o que resulta na adesdo de monécitos nas
células endoteliais facilitando a sua migragao (54, 55).

A influéncia dos neutréfilos sobre os macréfagos também parece contribuir de
forma significativa para as fases mais avangadas da aterosclerose. Neutréfilos podem
ativar macroéfagos através da secrecdo de TNF-a, IL-8 e IFN-y. Além disso, a liberacao
de MPO a partir dos granulos pode induzir a formac¢ao de EROS, juntamente com a
liberacao de outras citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-18, IL-6, IL-8 e GM-CSF
(56). As EROs por sua vez participam do processo de oxidagcao da LDL, fornecendo,
assim, o substrato para o desenvolvimento de células de espumosas (57). Por outro
lado, os neutréfilos também podem contribuir para a resolucao da inflamacao e
reparacao tecidual através da inducdo de sua prépria remocdo e liberacdo de
moléculas anti-inflamatérias como anexina-1 e lipoxina A4 (58).

Uma outra caracteristica dos neutrofilos € a capacidade de liberar armadilhas
extracelulares (NETs — neutrophil extracelular traps) em locais de intensa inflamacao
(59). As NETs sao compostas de material genético (DNA, histonas) e proteinas liticas
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dos granulos citoplasmaticos com agéao proé-inflamatéria, citotdxica e pré-trombética
(60, 61), envolvidas na patogénese de diversas doencas inflamatdrias (62).

Sindromes coronarianas agudas podem se iniciar tanto pela ruptura da capa
fibrosa, por erosdes superficiais ou hemorragias intraplaca. Neutrofilos e NETs séo
abundantes em placas propensas ao rompimento, mas ndo em placas estaveis,
indicando sua importante participacdo nas complicacoes tromboticas ou hemorragicas
e consequentemente no quadro isquémico agudo (63).

Warnatsch e colaboradores detectaram grande quantidade de NETs em lesbes
de ateroma de camundongos ApoE” e em neutréfilos humanos estimulados com
cristais de colesterol. Além disso, demonstraram que as NETs ativam as vias de
sinalizacao da imunidade inata (NLRs), o inflamassoma, em macréfagos culminando

com grande liberacao de IL-18 (59).

1.4 Subpopulacoes de neutrofilos

Neutréfilos tém sido classicamente descritos como uma populagdo homogénea
de células que desempenham as mesmas fungoes, exibem as mesmas propriedades
durante a inflamacgao e em resposta a infeccao, e que sao equipadas com as mesmas
proteinas granulares (64). No entanto, evidéncias acumuladas nos ultimos anos
revelaram que os neutréfilos apresentam uma grande heterogeneidade fenotipica e
versatilidade funcional, o que os coloca como importantes moduladores da inflamagéao
e das respostas imunes (65, 66). De fato, achados mais recentes a respeito da
existéncia de subconjuntos distintos de neutréfilos na circulagéo, caracterizados pela
expressao de diferentes marcadores, tém proporcionado uma atencado renovada a

essa questao (67, 68).

Uma molécula cuja presenga ou auséncia define subpopulagbes de neutréfilos
é a glicoproteina de superficie CD177 (NB1), expressa em diferentes concentragdes
nos neutréfilos circulantes em individuos saudaveis (69, 70). Fungdes distintas foram
recentemente atribuidas a CD177, incluindo a alta afinidade de ligacdo a molécula de
adesao plaquetaria endotelial (PECAM-1) e a capacidade de se associar a serina
protease PR3 (71, 72).
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A interacao CD177/PECAM é crucial na migragao transendotelial de neutréfilos
facilitando o seu acesso aos sitios inflamatérios. Subpopulagdes de neutréfilos que
expressam CD177 (CD177+) parecem ter uma vantagem competitiva sobre as
subpopulagdes que ndo expressam esta proteina de membrana (CD177-) no que se
refere a ligacdo a células endoteliais, mas néo a plaquetas. De fato, polimorfismo de
PECAM-1 que afeta sua ligacao a moléculas CD177 nao influencia a capacidade dos
dois subsets em se ligar em plaquetas, mas influencia significativamente a migracéo
transendotelial de neutrofilos que expressam CD177 (73).

Estudos recentes mostraram que os neutrofilos ndo se movem somente do
limen vascular para os tecidos, mas também em direcao oposta, dos tecidos para o0s
vasos, fendmeno este conhecido como migracao transendotelial reversa (rTEM) (74).
Os neutrdfilos capazes de realizar a rTEM apresentam fenétipo de superficie peculiar
com alta expresséo de ICAM-1 e expressé&o baixa ou nula do receptor de quimiocinas
CXCR1, de forma que esses marcadores poderiam ser usados para identificar
neutréfilos em circulagdo que sao "tecidos experientes". Neutréfilos com este padrao
particular podem ser encontrados com uma frequéncia aumentada no sangue
periférico de pacientes com doengas inflamatérias crénicas, como a artrite reumatoide
(75). Os neutréfilos que executam o rTEM apresentam o fenétipo ICAM-1" CXCR1'ow,
diferentemente de neutréfilos circulatérios que nao fazem transmigracao (fenétipo
ICAM-1'°" CXCR1") e de neutrofilos teciduais (fenétipo ICAM-1'o% CXCR1'o%) (75).

O numero de neutréfilos circulantes € dependente do equilibrio entre a
liberagdo daqueles recém produzidos da medula 0ssea e o sequestro de células
senescentes para serem destruidas em tecidos periféricos. Os neutrofilos circulantes
sao geralmente considerados como células de vida curta, com um tempo de circulacao
aproximado de 6 a 8 horas em humanos (76). Entretanto, Pillay e colaboradores
mostraram através da marcagéo in vivo com éxido de deutério (°H20) que neutrdfilos
humanos podem apresentar uma vida 0til média significativamente mais longa
chegando a 5,4 dias (77). Uma vez no sangue, os neutréfilos podem ser atraidos para
os tecidos por mediadores inflamatérios liberados localmente, como as quimiocinas,
em resposta a infeccao, lesdo ou inflamacao, como parte da resposta imune inata do
hospedeiro. Os neutréfilos que permanecem no sangue se tornam senescentes,
adquirindo um fendtipo alterado (CXCR4Mgh CXCR2%) com funcionalidade

comprometida para atuar como célula da imunidade inata, o que exige que eles sejam
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eliminados (78). Os neutréfilos senescentes sintetizam ativamente e expressam niveis
aumentados de CXCR4, o que aumenta sua sensibilidade ao SDF-1 (fator derivado
de células estromais-1), promovendo seu direcionamento para a medula 6ssea. Este
processo € ainda apoiado por uma redugado nas respostas mediadas por CXCR2,
tornando-o0s menos sensiveis as quimiocinas, e assim reduzindo a sua migracao para

locais de inflamagéo (33, 76, 78).

Hiperlipidemia e inflamacdo representam os dois principais pilares na
fisiopatologia da aterosclerose (2-4). Assim como para outras doencas inflamatérias
cronicas, a exposicao de neutréfilos a mediadores locais e sistémicos pode favorecer
0 aparecimento de subpopulag¢des com diferentes fendtipos e capacidade de atender
as demandas, orientando a resposta de defesa e a evolugéao da doenca.

A insercao dos neutréfilos no contexto da patogénese da aterosclerose
aumentou a complexidade das interacdes celulares na doencga arterial coronariana e
acidente vascular encefalico. A nogdo emergente do papel dos neutréfilos na
disfuncao endotelial e em praticamente todas as etapas do processo aterosclerético,
justifica pesquisas com o objetivo de identificar subpopulagdes celulares, bem como
marcadores preditivos de risco cardiovascular e gravidade da doenca aterosclerética

associados a essas células.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Quantificar e caracterizar os neutréfilos e seus produtos no sangue periférico
de pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e controles com e sem fatores
de risco para DAC.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar os neutrofilos circulantes quanto a expressdo de moléculas de
adesdo (CD16, CD11b, CD18, CD49d, CD177 e ICAM-1) e receptores de
quimiocinas (CXCR1, CXCR2, CCR5, CXCR4), por citometria de fluxo.

2. Determinar a concentracdo plasmatica de elastase, MPO, NGAL, IL-8 e em
pacientes com doenca arterial coronariana e comparar os resultados com

individuos controles com e sem fatores de risco para DAC.

3. Determinar a concentracao plasmatica de dsDNA (medida indireta da formacao
de NETs) no plasma de pacientes com doenga arterial coronariana e comparar
os resultados com individuos controles com e sem fatores de risco para DAC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacao dos grupos experimentais

Dentre os pacientes dos Ambulatérios da Disciplina de Cardiologia e da Unidade
Coronariana do Hospital das Clinicas da UNICAMP e do Hospital do Coragéao de
Campinas, foram selecionados homens e mulheres com idade variando entre 30 e 80
anos para a formacao de quatro grupos distintos a serem analisados.

Grupo | (Controle) — Individuos sem doenga coronaria e sem fatores de
risco para aterosclerose compdem o grupo controle, de mesma média de idade que
os demais analisados (grupos Il, lll e V).

Grupo Il (Fator de Risco) — Pacientes sem doenca coronaria 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, definida
como uma pressao arterial em repouso = 140x90 mmHg ou o0 uso de medicamentos
anti-hipertensivos; dislipidemia, caracterizada por LDL = 130mg/dL e/ou o uso de
medicacao para baixar o colesterol; diabetes, glicose em jejum = 126 mg/dL,
hemoglobina glicada > 6.5% ou uso de hipoglicemiante e tabagismo, uso continuo de

cigarro, nos ultimos 2 anos.

Grupo Il (Doenga Coronariana Crénica) — Pacientes com doenga coronaria
estabelecida crénica: doenga coronariana documentada através de cateterismo
cardiaco com pelo menos uma artéria coronaria envolvida com obstrugdo acima de
50% da luz, teste de isquemia positivo, histéria prévia documentada de sindrome
isquémica aguda (laboratorial ou eletrocardiograficamente) ou revascularizacéo
cirurgica, sem episodios de eventos agudos ou mudanga na classe funcional nos

ultimos seis meses.

Grupo IV (Sindrome Coronariana Aguda) - Pacientes com sindromes
coronarias agudas com ou sem supradesnivel de segmento ST: histéria de sindrome
coronaria instavel definida como pelo menos um episodio de angina de repouso
durando mais que 20 minutos nas 24 horas anteriores com altera¢des dindmicas de
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segmento ST >= 1Tmm, angina com hipotensdo ou edema pulmonar e/ou elevacao de

marcadores cardiacos.
Para os quatro grupos, 0s seguintes critérios de exclusdo foram considerados:
a. Gravidez
b. Doenca valvar significante
c. Cirurgia ou trauma nas ultimas 4 semanas

d. Doenga inflamatéria aguda ou uso de imunossupressores nas ultimas duas

semanas
e. Neoplasias
f. Insuficiéncia cardiaca congestiva ou miocardiopatia dilatada avangada.

Os grupos Controle, Fator de Risco e Doenga Coronariana Crénica foram
selecionados no ambulatério de cardiologia do Hospital de Clinica e os pacientes do
grupo Sindrome Coronariana Aguda foram selecionados no Hospital de Coracéo de

Campinas, a coleta de sangue foi realizada dentre as 24 horas do evento.

3.2 Calculo amostral

Baseando-se no trabalho de Kafkas et al (2012) (79) que avaliou as
concentragdes séricas de NGAL em pacientes com manifestagdes clinicas distintas
de DAC e controles, estimamos o numero de 33 pacientes em cada grupo, com total
de 132 pacientes necessarios para se observar diferenga entre eles. Este nimero nos
permitiria a deteccdo de uma diferenga estimada absoluta de 10% entre os grupos
com um poder de 0,8 e erro alfa de 0,05 (célculo utilizando Hintze, J 2011. PASS 11.
NCSS, LLC. Kaysville, EUA).

3.3 Procedimentos gerais

Todos os individuos selecionados e que aceitaram participar do estudo
mediante a assinatura do termo consentimento livre e esclarecido (aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa-Unicamp, parecer numero CAAE
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50871215.8.0000.5404) tiveram os seus dados clinicos/epidemiol6gicos levantados:
nome, idade, sexo, presenca de fatores de risco para doencga coronaria (diabetes,
dislipidemia, hipertensdo arterial e antecedente familiar). Os pacientes também
tiveram a medida da circunferéncia abdominal coletada com fita métrica nao elastica.
Os pacientes foram submetidos a punc¢ao venosa de 20 mL de sangue periférico,
realizada por pessoa devidamente habilitada em tubo contendo heparina sédica e tubo
de EDTA. Além disso, os pacientes também foram encaminhados para coleta de
sangue periférico em jejum a fim de realizar exames de hemograma, perfil lipidico,

proteina C reativa (PCR) e glicemia.

3.4 Calculo da relacao Neutrofilos/Linfécitos (NLR)

O hemograma foi realizado em contador XZ 500 Sysmex (Roche) e 0 numero
absoluto de linfécitos e neutréfilos foi utilizado para o célculo de NLR (19, 20, 80),

conforme a férmula abaixo:

n? absoluto de neutrofilos
NLR =

n2 absoluto de linfécitos

3.5 Deteccao de mediadores inflamatérios por ELISA

As amostras de plasma foram utilizadas para a determinacado da concentracao
de MPO, Elastase Neutrofilica (EN), IL-8, NGAL (Human Lipocalin-2/NGAL) e MMP-9
por ELISA, de acordo com as instru¢des do fabricante (Duo Set — R&D Systems, EUA).

3.6 Obtencao dos leucécitos do sangue periférico

O sangue periférico dos diferentes grupos de pacientes e dos grupos controle
foi coletado (10 mL) em tubos contendo heparina sdédica. Para remocao das
hemacias, 2 mL de sangue total foi incubado com 10 mL de tampao de lise (NaCl
10mM; MgCL2 5mM; Tris-HCL 10mM) por 10 minutos seguido de centrifugacao a
300 G durante 10 minutos a 24°C. O pellet de leucdcitos foi ressuspendido em 100
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mL de tampéo PBS-BSA-A (PBS-BSA 0,1%; azida sédica 0,2mM) e submetidos a
caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo.

3.7 Citometria de fluxo para analise dos neutréfilos

Os leucécitos (50uL) periféricos obtidos conforme descrito no item anterior
foram distribuidos em placa de 96 cavidades com fundo U. Para a caracterizacao das
diferentes populagdes de neutrdfilos foi adicionado um conjunto de anticorpos para
moléculas de adesao (anti-CD16, anti-CD11b, anti-CD18, anti-CD177, anti-CD49d e
anti-ICAM-1) e receptores de quimiocinas (anti-CXCR1, anti-CXCR2, anti-CCR5 e
anti-CXCR4), todos da Biolegend (San Diego, CA, EUA). Os anticorpos foram diluidos
em 20 pL de PBS-BSA-A seguido de incubagao por 30 minutos a 24°C no escuro.
Ap6s este periodo foram adicionados 150 puL de PBS-BSA-A com posterior
centrifugagédo a 10 minutos a 300 G a 24°C. O sobrenadante foi desprezado, as células
ressuspendidas (vortex), com adicao de 200 pL de PBS-BSA-A, seguido de nova
centrifugacdo (10 minutos a 300 G, 24°C). Em seguida as células foram
ressuspendidas novamente e adicionado 200 pL de formaldeido 2% seguido de
incubacado a temperatura ambiente por 20 minutos. Ap6s o tempo de incubacéo as
células foram transferidas para tubos apropriados e o volume completado para 300
uL. A leitura foi realizada no equipamento FASCVerse (BD Bioscience — San Diego,
EUA) e os resultados foram analisados pelo programa FlowdJo, LLC, versdo 10
(Ashland, EUA), sendo avaliada a porcentagem e a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) das células marcadas.

3.8 AQuantificacao de dsDNA no plasma

O sangue periférico dos diferentes grupos de pacientes e dos grupos
controle foi coletado (10 mL) em tubos contendo EDTA. As amostras foram
centrifugadas a 300 G por 15 minutos a 24°C para a separagdo do plasma.
Posteriormente o DNA de dupla fita (dsDNA) foi quantificado utilizando o kit para
deteccdo de dsDNA Quant-iT Picogreen (Invitrogen), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. O padrao de A-DNA fornecido com o kit (100ug/mL) foi
diluido com Tris-EDTA (tampao TE) para a concentracdo de 1ng/mL para a curva de
alta amplitude. As placas foram incubadas a temperatura ambiente no escuro por 5
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minutos antes da leitura em leitor de placa de fluorescéncia Spectra Max M2
(Molecular Devices) com comprimento de onda de excitacdo de 480 e comprimento
de onda de emissdao de 520 nm. Os valores obtidos foram correlacionados a
concentragdo plasmatica de mieloperoxidase e elastase neutrofilica dosadas por
ELISA.

3.9 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o Programa GraphPad Prism, versao 5
para Windows (San Diego, Califérnia, EUA). A verificacao da distribuicdo normal das
variaveis quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.
As variaveis continuas que apresentaram distribuicdo ndo normal foram expressas em
mediana e foram analisadas pelos testes de Mann-Whitney para comparacéo de dois
grupos independentes ou Kruskal-Wallis para 3 ou mais grupos. Correlagbes entre
duas variaveis foram calculadas por coeficientes de correlacdo de Spearman. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade
foi menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos grupos de estudo

Seguindo os critérios descritos no item 3.1, apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) o sangue periférico de 87 pacientes foi
coletado, sendo 15 do grupo controle (grupo 1), 33 do grupo fator de risco (grupo II),
33 do grupo Doenca Coronariana Crénica (grupo lll) e 20 do grupo Sindrome
Coronariana Aguda (grupo V). As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos
estudados, descritas na tabela 1, foram informadas pelos pacientes no momento da
coleta de sangue e obtidas a partir dos prontuarios medicos.



Tabela 1. Parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes dos grupos experimentais.
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Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Valor de p
Controle Fator de Risco DCC SCA
Numero de Pacientes 15 33 33 20
Idade (média + DP) 53,9 £ 6,5 56,5 * 6,6 62 + 7,578 58,4 +9,6 0,0088
Sexo (Homem/Mulher) 9/6 22/11 25/8 14/6
IMC 244 +15 29,5 + 4,74 27,9 £ 5,1 26,2 + 3,7 0,0012
Fatores de risco para doencas vasculares (%)

Hipertensao 0 64,5 75 89,5 <0,001

Diabetes 0 22,6 37,5 31,6 0,078

Tabagismo 0 47,2 35,2 17,6 0,207
Dislipidemia 0 54,8 79,2 84,2 <0,001

Medicacoes (%)
Anti-hipertensivo 0 51,6 75 57,9 <0,001
Estatinas 0 29 83,3 36,8 <0,001
Exames Laboratoriais

Triglicérides (mg/dL) 111 [54, 149] 157,9 [109,3, 192,3] 187 [120, 232]A 243,7 [113,332]* 0,0186
Colesterol Total (mg/dL) 190,6 + 20,7 195,4 + 53,5 182,1 + 39,8 169,1 £42.8 0,1913
HDL-C (mg/dL) 57 [41, 64] 46,5 [38,2, 54,7] 48,7 [34, 49] 37,8[31,2,41,7]*  0,0051
LDL-C (mg/dL) 107,2 £ 25,1 113,4 £ 40 106,4 £ 39 95,5+ 33,9 0,2906
Glicemia (mg/dL) 88,6 [84,5, 91,5] 104,6 [91, 1117 115,7 [92, 118]* 115 [83, 109,8] 0,0015
Leucdcitos (x 103uL) 55+1,4 6,6 +1,3 6,9 +1,3° 7+1,6° 0,0305
Neutréfilos (x 103uL) 32+1 3,7+1 4,1 +1A 41+1,3 0,0163
Linfocitos (x 103uL) 1,8 1,3, 2,3] 1,9[1,5, 2,3] 2,1[1,7,2,2] 21,5, 2,5] 0,5923
NLR 1,9 1,25, 2,6] 2,2 (1,4, 2,4] 2[1,6, 2,4] 2,1[1,6, 2,6] 0,8575
PCR (mg/L) 1,2[0,5, 1,7] 3,2[1,1,5,1] 4,310,7, 6,5] 1,7[0,7, 2,4] 0,0527

IMC - Indice de massa corpérea; HDL-C — Lipoproteina de alta densidade; LDL-C — Lipoproteina de baixa densidade; NLR — Relacdo Neutréfilos por Linfécitos; PCR — Proteina C Reativa. Dados
continuos normais apresentados como média (desvio padrédo), para dados ndo normais apresentado como mediana [intervalo interquartil]. A ANOVA unidirecional foi seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni ou pelo teste de Kruskal-Wallis, que foi seguido pelo teste post hoc de Mann-Whitney para as andlises das variaveis distribuidas normalmente ou ndo normalmente. O qui-quadrado foi

utilizado para as andlises das variaveis categéricas. Todos os valores de p para comparagdes intergrupos de variaveis ndo normais e categdricas foram corrigidos por Bonferroni.

A —p < 0,005 em relagdo ao controle; B- p < 0,005 em relagéo ao Fator de Risco; C — p < 0,005 em relagdo a Doenga Coronariana Crdnica.
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Encontramos diferenca significativa entre os grupos estudados quanto
a idade e ao indice de massa corpérea. Em relacao a idade, podemos observar
que o grupo lll apresenta média de idade maior em relagao aos grupos | e Il. No
entanto, ao observar o indice de massa corporea observamos diferenca

significativa no grupo Il em relagdo ao |.

O fator de risco para desenvolvimento de doenca aterosclerotica mais
frequente nos grupos Il, Il e IV foi a hipertensdo (64,5%, 75%, 89,5%,
respectivamente). A dislipidemia foi o0 segundo fator de risco mais frequentes nos
grupos I, lll e IV. Para a classificagcao de dislipidemia foram utilizados os valores
referenciais do perfil lipidico constantes na V Diretriz Brasileira de Dislipidemias
e Prevencéao da Aterosclerose (81), caracterizada por LDL = 130mg/dL e/ou bem
como aqueles que fazem o uso de estatina foram classificados como portadores
de dislipidemia.

Os medicamentos em uso foram agrupados em anti-hipertensivos e
estatinas. Medicamentos das classes de bloqueadores do receptor de
angiotensina, inibidores da enzima conversora de angiotensina, 3-bloqueadores
e bloqueadores de canal de calcio foram agrupados como anti-hipertensivos,
enquanto que o grupo das estatinas incluiram os diferentes tipos de estatina. O
uso de ant-ihipertensivos e estatinas foi maior nos individuos do grupo Il (75%
e 83,3%, respectivamente) e grupo IV (57,9% e 36,8%, respectivamente). Os

individuos do grupo controle ndo faziam uso de nenhum destes medicamentos.

Com relacdo aos exames laboratoriais, quando analisado o perfil
lipidico encontramos diferenga significativa entre grupos nas concentracdes
séricas de triglicérides, e HDL colesterol. O grupo IV apresenta concentragao
plasmatica significativamente maior de triglicérides quando comparado ao grupo
I. O maior nivel de HDL-C foi encontrado no grupo controle apresentando
diferenca significativa comparado ao grupo sindrome coronariana aguda.

Ao analisar a glicemia de jejum, encontramos diferenga significativa

entre os grupos Il e lll comparado ao grupo controle.

Nos parametros hematologicos encontramos diferenga significativa

apenas em relacdo ao numero absoluto de neutréfilos, observamos um aumento
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no grupo doenga coronariana crénica em relagcdo ao controle. Ao analisar o
namero de leucocitos totais, parametro esse reconhecido como marcador
inflamatorio e preditor de eventos cardiovasculares (82), encontramos diferenca
significativa nos grupos doencga coronariana crénica e sindrome coronariana

aguda em relagao ao grupo controle.

Nao encontramos diferenca significativa em relacdo aos outros
marcadores inflamatérios utilizados para avaliar risco cardiovascular, tais como

a Proteina C Reativa e a Relagao Neutrdfilo/Linfécito (NLR).

4.2 Avaliacao das populacoes de neutrofilos por citometria de fluxo

4.2.1 Estratégia para analise das subpopulacoes de neutréfilos
Primeiramente foi realizado um dot-plot, que mostra os eventos de acordo
com o tamanho celular, o Forward Scatter (FSC), para parametros altura (H)
versus area (A) (FSC-H X FSC-A), seguido de um dot-plot de altura de disperséo
lateral (SSC-H) versus area de dispersao lateral (SSC-A). Tal estratégia tem por
finalidade a eliminagdo dos doublets, ou seja, células aderidas uma a outra
formando duplas, provavelmente devido as etapas de centrifugacao realizadas

durante o processamento das amostras.

Posteriormente foi gerado um gréfico do tipo dot-plot, no qual a
populacao de neutrdfilos foi determinada de acordo com as suas caracteristicas
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Para a avaliacdo da expressao de
moléculas de adesao e receptores de quimiocinas foi gerado um novo gréfico,
no qual foi delimitada um gate baseado na expressado positiva de CD16 e
negativa de CD49d (Fig. 1).
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Figura 1. Figura 2. Estratégia para a analise das subpopulac¢des de neutréfilos do sangue total. A) Em um primeiro momento, para retirada de células
agrupadas (doublets) foi gerado um gréfico do tipo dot-plot no qual foi delimitado um gate para as células isoladas (sem doublets), B) seguido de um
dot plot (SSC-H X SSC-A) para uma segunda retirada de células agrupadas, para isso foi delimitado um gate Single Cells. C) foi gerado um grafico
do tipo dot-plot, no qual a populacao de neutréfilos foi determinada de acordo com as suas caracteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
D) A partir desse gréfico foi gerado outro dot-plot, no qual foi avaliada a marcacéao dos neutréfilos com o anticorpo anti-CD16 e anti-CD49d, sendo
entdo delimitada a populacao de neutréfilos CD16+CD49d-.
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4.2.2 Moléculas de adesao

O processo inflamatério que ocorre durante a formagao e progressao da
lesédo aterosclerética é caracterizado pela ativagao de leucocitos que passam a
expressar maiores concentracées de moléculas de adesdo como o complexo
CD11b/CD18 em sua superficie (82). Em nosso estudo verificamos uma maior
expressao (Intensidade Média de Fluorescéncia - IMF) da integrina CD11b em
individuos com fatores de risco para aterosclerose, assim como pacientes com
DCC e SCA em relacao ao grupo controle (Fig. 2A). Entretanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas quanto a expressdo de CD18 entre os

grupos estudados Fig. 2B).
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Figura 3. Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) das integrinas CD11b (A) e
CD18 (B) em neutréfilos dos pacientes com Doenca Coronariana Crénica (DCC,
n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e
sem (C, n=15) fatores de risco para aterosclerose. As barras horizontais
representam a mediana. Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn.

A molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-1, CD54) é uma glicoproteina
de transmembrana expressa na superficie celular de células endoteliais e
epiteliais, células musculares lisas vasculares e leucocitos como os neutrofilos
(83).

Constatamos um aumento significativo na frequéncia de neutréfilos
CD54+ nos individuos com DCC em relacdo ao grupo controle (Fig. 3).
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Figura 4. Frequéncia de neutréfilos CD54+ no sangue periférico de pacientes
com Doencga Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda
(SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn.

Em humanos, a glicoproteina CD177 (NB1) é exclusivamente expressa
na superficie dos neutréfilos e regula a transmigracao através do endotélio por
meio da interagdo com a molécula de adesdao PECAM-1 (84). A expressao ou

nao deste marcador define subpopulac¢des de neutréfilos CD177+ e CD177-.

Quando avaliamos neutréfilos quanto a expressao de CD177 verificamos
uma maior porcentagem de células CD177+ em todos os grupos estudados com
mediana variando de 64 — 78% (Fig. 4A). Neutréfilos CD177- também foram

detectados, embora em frequéncias menores (mediana de 21 — 35%) (Fig. 4B).
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Figura 5. Frequéncia de neutréfilos CD177+ (A) e CD177- (B) no sangue
periférico de pacientes com Doenca Coronariana Crbnica (DCC, n=33),
Sindrome Coronariana Aguda (SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem
(C, n=15) fatores de risco para aterosclerose. As barras horizontais representam
a mediana. Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.

Por outro lado, a avaliagdo da IMF mostrou maior expressao de CD177
em pacientes com DCC, embora tenha havido diferenga significativa apenas em
relacdo ao grupo FR (Fig. 5).
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Figura 6. Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) de CD177 em neutréfilos
dos pacientes com Doenca Coronariana Crbnica (DCC, n=33), Sindrome
Coronariana Aguda (SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15)
fatores de risco para aterosclerose. As barras horizontais representam a
mediana. Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn. * p< 0,05
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4.2.3 Receptores de Quimiocinas

As quimiocinas CCL3 derivada de macréfagos e CCL5 derivada de
plaquetas parecem ter um importante papel no recrutamento de neutréfilos por
meio da ligagao de seus receptores CCR1, CCR3 e CCR5 (85).

Em especial a expressdo aumentada do receptor CCR5 é considerada
como marcador de placa vulneravel (85). Em nosso estudo, observamos uma
diferenca significativa na frequéncia de neutréfilos CCR5+ no grupo DCC em

relacdo aos pacientes controles (Fig. 6).

2.5" I * ]

) 1 '
@
S 2.0- A
‘@
(&)
84, 1.5
© 5 Vv
g O 10' - AA v'
<@ A
g o
0.5 o O
) O A v
£
e l'.ll vy
00 RPN
o @ O v
3 00 ‘.OO
GRUPOS

Figura 7. Frequéncia de neutréfilos CCR5+ no sangue periférico de pacientes com
Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA, n=20)
e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para aterosclerose. As
barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.

A migracdo de neutrofilos € amplamente regulada pelo gradiente de
concentracdo de quimiocinas CXC que contém uma sequéncia de &acido
glutdmico-leucina-arginina (ELR+) e sdo poderosos quimioatraentes destas
células. A IL-8 é o membro mais importante da familia CXC com alta afinidade
para os receptores CXCR1 e CXCR2 que sao co-expressos na membrana de
neutréfilos. A ligacdo de IL-8 aos receptores CXCR1/2 é crucial para o

recrutamento de neutrofilos (86).



40

A andlise do receptor CXCR1 nos grupos estudados mostrou que
pacientes com DCC apresentam uma menor frequéncia de neutréfilos CXCR1+
no sangue periférico comparado aos demais grupos, embora tenha sido

observada diferenca significativa apenas em relagcao ao grupo SCA (Fig. 7).
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Figura 8. Frequéncia de neutréfilos CXCR1+ no sangue periférico de pacientes
com Doencga Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda
(SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pés teste de Dunn. * p< 0,05.

Por outro lado, para o receptor CXCR2 chama atencdo a menor
frequéncia de neutréfilos positivos nos individuos com fatores de risco para
aterosclerose, em relacdo aos demais grupos, embora a diferenca ndo tenha
sido estatisticamente significativa (Fig. 8).
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Figura 9. Frequéncia de neutréfilos CXCR2+ no sangue periférico de pacientes
com Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda
(SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn.

Em condi¢des de hiperlipidemia, a concentracdo de CXCL12 na medula
Ossea e a expressdo de CXCR4 séo reduzidas, promovendo mobilizacdo de
neutréfilos e comprometendo o retorno de neutréfilos a medula éssea (25). A
importancia da retencao de neutréfilos dependente de CXCR4 foi demonstrada
através da ruptura da interacdo CXCL12/CXCR4 em camundongos
ateroscleroticos, o que leva a neutrofilia e aumento do tamanho da leséo

aterosclerotica (87, 88).

Ao analisarmos a frequéncia de células CXCR4 positivas néo
encontramos diferenga significativa entre os quatro grupos estudados (Fig. 9).
Tampouco encontramos diferengcas quando foi avaliada a IMF (dados né&o
mostrados).
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Figura 10. Frequéncia de células CXCR4+ de neutrdfilos do sangue periférico
nos diferentes grupos de estudo. Controle (C, n=15), Fator de Risco (FR, n=33),
Doencga Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA,
n=20). As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com pés
teste de Dunn.

Observamos que ambas a células CXCR4 e CXCR2 positivas,
apresentavam um perfil de expresséo diferente, com uma porcéo de células com

alta expressao e uma outra com baixa expressao.

Os receptores CXCR4 e CXCR2 sao descritos como receptores
importantes na regulacdo da migracdo de neutrédfilos na medula Ossea,
neutrofilos recentemente isolados expressam baixa concentracdo de CXCR4 e
alta concentragdo de CXCR2 na membrana (CXCR2"9" CXCR4°%), enquanto
que os neutréfilos senescentes, com aumentada capacidade de migragao para
a medula 6ssea, expressam altos niveis de CXCR4 e baixos de CXCR2
(CXCR4HighCXCR2w) (33).

Em nosso trabalho, observamos uma maior frequéncia de neutréfilos
senescentes nos pacientes DCC em relag&o ao controle e SCA (Fig. 10A), por
outro lado observamos frequéncia um pouco mais elevada de neutréfilos jovens
no grupo controle em relacao ao grupo DCC (Fig. 10B).
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Figura 11. Frequéncia de células CXCR4Hid" CXCR2w (A) e CXCR4tow
CXCR2Hig" (B) de neutréfilos do sangue periférico nos diferentes grupos de
estudo. Controle (C, n=15), Fator de Risco (FR, n=33), Doenca Coronariana
Cronica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA, n=20). As barras
horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn.

4.3 Deteccao de mediadores inflamatoérios por ELISA

Apés a caracterizacao fenotipica dos neutréfilos, passamos a avaliar as
concentragdes plasmaticas de seus produtos. Inicialmente quantificamos a
MPO, enzima mais abundante dos neutréfilos armazenada nos granulos
azuréfilos e marcador de inflamacao e estresse oxidativo (40, 89). Constatamos
concentragdes plasmaticas mais elevadas de MPO em pacientes com DCC e
SCA, assim como em individuos com fatores de risco para doenca

aterosclerotica em relagéo ao grupo controle (Fig. 11).
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Figura 12. Concentracdo plasmatica de mieloperoxidase (MPO) no plasma de
pacientes com Doenca Coronariana Croénica (DCC, n=33), Sindrome
Coronariana Aguda (SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15)
fatores de risco para aterosclerose. As barras horizontais representam a
mediana. Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn. * p< 0,05, ** p< 0,01.

A elastase neutrofilica (NE) esta presente nas placas ateroscleréticas,
onde contribui para a degradacdo da matriz e enfraquecimento da parede do
vaso, associado a ruptura da placa (90). A andlise das concentragbes
plasmaticas de NE mostrou o mesmo padrdo da MPO, com elevagdo em
pacientes com DCC e SCA, assim como em individuos com fatores de risco para
doenca aterosclerética em relacao ao grupo controle (Fig. 12).
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Figura 13. Concentracao plasmatica de Elastase neutrofilica (EN) no plasma de
pacientes com Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome
Coronariana Aguda (SCA, n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15)
fatores de risco para aterosclerose. As barras horizontais representam a
mediana. Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn. * p< 0,05; ** p< 0,01.

Diferentemente da MPO e EN, produtos exclusivos de neutrdfilos, a IL-8
€ produzida por diferentes tipos celulares incluindo, além de neutrdfilos,
mondécitos e macréfagos. Observamos diferengca em relacdo a concentracao
plasmatica de IL-8, a principal citocina responsavel pelo recrutamento de
neutrofilos (91), no grupo DCC em comparacao ao Controle e ao grupo FR,
p<0,01, p<0,05 respectivamente (Fig. 13).
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Figura 14. Concentracdo plasmatica de IL-8 no plasma de pacientes com
Doencga Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA,
n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn. * p< 0,05; ** p< 0,01

A NGAL circulante reflete o grau de inflamagéo em pacientes com DAC
(79). Em nosso estudo a concentragao plasmatica de NGAL foi mais elevada no

grupo DCC em comparagéo ao grupo FR e ao controle. (Fig. 14).
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Figura 15. Concentracdo plasmética de NGAL no plasma de pacientes com
Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA,
n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para



47

aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn. * p< 0,05

Outro potencial mecanismo pré-aterosclerético da NGAL inclui a
ligacdo a MMP-9 e a formacao do complexo MMP-9 /NGAL, que protege a MMP-
9 da inativacdo (92). Foi detectada diferenca significativa em relacdo as
concentragdes plasmaticas de MMP-9 no grupo SCA em relagdo ao controle
(Fig. 15).
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Figura 16. Concentracdo plasmatica de MMP-9 no plasma de pacientes com
Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=33), Sindrome Coronariana Aguda (SCA,
n=20) e controles com (FR, n=33) e sem (C, n=15) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn. * p< 0,05

4.4 Quantificacao de dsDNA no plasma

Para quantificar o DNA liberado pelos neutrofilos durante o processo
de formacao de NETs utilizamos o kit de Picogreen e correlacionamos os valores

obtidos com as concentragdes plasmaticas de MPO e EN dosadas por ELISA.

Concentragdes mais elevadas de DNA foram observadas no plasma
de pacientes com SCC e individuos com fatores de risco para aterosclerose em

relagcao ao grupo controle (Fig. 16).
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Figura 17. Concentracao plasmatica de dsDNA no plasma de pacientes com
Doenca Coronariana Crénica (DCC, n=6), Sindrome Coronariana Aguda (SCA,
n=7) e controles com (FR, n=19) e sem (C, n=4) fatores de risco para
aterosclerose. As barras horizontais representam a mediana. Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn. * p< 0,05

No grupo FR observamos haver uma correlagédo positiva moderada entre
a concentracdo de DNA e elastase neutrofilica (r=0,511; p=0,0005) e uma

correlagao positiva alta entre a concentracao de DNA e MPO (r=0,725; p=0,01).

Por outro lado, a andlise de realizada no grupo com SCA mostrou uma
correlagdo muito forte entre a concentracdo de DNA e elastase neutrofilica
(r=0,929; p=0,007).

Nao foram observadas correlacoes significativas entre os parametros no
grupo DCC (Tabela 2).



49

Tabela 2. Correlagcdo entre as concentracbes de DNA, Elastase

Neutrofilica e MPO nos diferentes grupos de pacientes (teste de Spearman)

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
C FR DCC SCA
Num.ero de 4 19 6 7
Pacientes
r p r p r P
DNA x EN 0,511 0,026 NS 0,929 0,007
DNA x MPO 0,725 0,0005 NS 0,536 NS
EN x MPO 0,553 0,01 NS 0,536 NS
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo teve como objetivo principal evidenciar a participagao
dos neutréfilos em diferentes estagios da doenga arterial coronariana.

Inicialmente fenotipamos os neutréfilos com base nas moléculas de
adesao que capacitam os neutréfilos a migrarem para sitios inflamatérios como

as placas ateroscleroticas (93).

Nossos resultados mostraram um maior numero absoluto de
neutréfilos no grupo DCC em relagdo ao controle. Este aumento encontrado
poderia indicar uma maior liberacéo destas células na circulagdo em resposta ao
ambiente inflamatério sistémico. Além disso, poderia ser um indicativo de

agravamento da doenga e complicagcdes do quadro.

A fase inicial da aterosclerose envolve o recrutamento de células
inflamatoérias da circulacao para a parede arterial (94, 95). Este processo é
predominantemente mediado por moléculas de adesao celular, expressas no
endotélio vascular e nos leucécitos circulantes. Duas das mais importantes
moléculas de adesdo, expressas exclusivamente por leucécitos, sao
CD11a/CD18 (LFA-1) e CD11b/CD18 (Mac-1 ou complemento-3), que

pertencem a familia das integrinas 32 (96).

Os dados obtidos até 0 momento mostraram uma maior expressao da
molécula CD11b em todos os grupos de pacientes em relacao ao controle e uma
maior frequéncia de neutrofilos CD54+ em pacientes com DCC. As moléculas de
adesao capacitam os neutréfilos para migracao para sitios inflamatérios como as

placas ateroscleroéticas (93).

A ligacdo de CD11b ativa multiplas funcdes efetoras de neutrofilos,
incluindo migracdo transendotelial, degranulagdo, fagocitose, producao de
superoxido e explosao respiratéria. Niveis elevados de CD11b de neutrdfilos e
status de ativacdo correlacionam-se positivamente com indicadores de
gravidade da doenca e desfechos adversos em estados agudos inflamatérios
humanos (97).
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No grupo DCC observamos também um aumento na frequéncia de
neutréfilos CCR5+, outro forte indicativo dessas células estarem ativadas, uma
vez que esse receptor que, juntamente com CXCR2 e CCR2, facilitam a ades&o
firme e a subsequente migragao de neutroéfilos (25).

Em estudo realizado por Drechsler e colaboradores foi demonstrado
que a hipercolesterolemia induzida em camundongos Apo E-/- levou a um
aumento no numero de neutréfilos, além da migracdo a sitios inflamatérios,
observado pela maior expressao do receptor CCR5 (25). Em concordancia, em
nosso estudo os pacientes do grupo DCC apresentaram maior numero de
neutroéfilos, maior concentracdo de triglicérides, além da maior frequéncia de

células CCR5+ no sangue periférico.

Também analisamos a expressao de CD177, uma glicoproteina de
superficie com ancora GPIl, exclusiva de neutréfilos. Estudos de
imunoprecipitagcéo e ligacdo, além de microscopia confocal demonstraram haver
uma associacao fisica entre CD177 e integrinas do tipo B-2, particularmente
MAC-1 (CD11bCD18) (98).

Observamos uma maior expressdo de CD177 em neutréfilos de
pacientes com DCC em comparacdo aos controles. Nado ha nenhum relato a
respeito da expressdao desta molécula em neutréfilos de pacientes com
aterosclerose, porém, a sua capacidade de ligacdo a PECAM-1 (97) e a células
endoteliais estimuladas com citocinas ((99) sugere um papel na transmigragcao
endotelial.

A molécula CD177 é expressa por uma proporcdo variavel de
neutréfilos humanos, mas a sua funcdo ainda é pouco conhecida. Nao
encontramos diferengas quanto a frequéncia de células CD177+ e CD177- que
variou de 64 a 78% e 21 a 35%, respectivamente, nos grupos estudados. Hu e
colaboradores mostraram que a expressao de RNAm de genes que codificam
proteinas granulares como PR3 e MPO é maior na popula¢ao de neutréfilos que
nao expressa CD177 em controles saudaveis (100)

Como a expressao de CD177 em neutréfilos estd aumentada em
pacientes com infeccoes bacterianas graves, é possivel que sob certas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drechsler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20956207
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condic¢des inflamatérias, os subconjuntos de neutréfilos CD177+ possam infiltrar
o tecido pela associacao superficie celular PR3, o que poderia ser visto na

aterosclerose.

Procuramos verificar a expressao conjunta de marcadores
relacionados a algumas caracteristicas fenotipicas, neutréfilos com capacidade
migratéria transendotelial reversa (ICAM-1"M  CXCR1"°%) e neutrdfilos
senescentes (CXCX4high CXCR2'°%). Entretanto, até o momento observamos
diferenca significativa apenas em relagdo ao neutréfilos senescentes no grupo
DCC em relacao ao controle e ao SCA.

Diferengcas funcionais foram observadas em neutrofilos humanos
envelhecidos in vitro, mostrando degranulacao e explosao respiratéria reduzidos
em comparacao com neutréfilos recém-isolados. Além disso, um declinio nas
habilidades quimiotaticas, fagociticas e de mudanca de forma poderia estar
relacionado aos niveis crescentes de neutréfilos apoptéticos (101). Estes
achados, entretanto, ndo foram confirmados em nosso estudo visto que o grupo
DCC apresentou maior concentracéao plasmatica de todos os granulos.

Suratt e colaboradores forneceram evidéncias da existéncia de diferengas
fenotipicas entre neutrofilos imaturos da medula éssea, neutréfilos circulantes e
neutrofilos infiltrados em tecidos de camundongos in vivo. Em experimento no
qual infundiram células radiomarcadas em camundongos verificaram que a
localizagdo das células foi governada pelo nivel de maturidade e estado de
ativacao, com células situadas igualmente na medula 6ssea e figado apés 4h,
enquanto neutrofilos de exsudato infiltradas em tecido foram direcionadas
predominantemente para o figado, presumivelmente por degradacao. Neutréfilos
derivados do sangue mostraram um fendtipo intermediario, posicionando-se
entre esses dois locais. Além de fornecer evidéncias que a medula éssea é um
local de ndo apenas liberagdo, mas também retencdo subsequente de
neutrofilos, os achados deste estudo demonstram a divergéncia no
comportamento dos neutréfilos circulantes, conforme determinado pela idade e

ativagao das células (102).

O citoplasma de neutrdéfilos caracteriza-se pela presenca de varios
tipos de granulos, primarios, secundarios e terciarios. Os granulos primarios
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contém MPO, serina proteases como a catepsina G, EN, PR-3, protease de
serina de neutréfilos-4 e azurocidina-1 e peptideos antimicrobianos (proteina
bactericida/aumento de permeabilidade, defensinas). A MPO, a catepsina G e a
EN sé&o os principais componentes proteicos dos granulos primarios (103).

A maioria dos estudos que avaliam a agdo da MPO na doenca
cardiovascular enfoca o estagio inicial do processo. No entanto, estudos
recentes enfatizam a agdo moduladora da MPO sobre a cascata de proteases
que participam das complicagées agudas da aterosclerose e a vulnerabilidade
da placa (104).

Concentragdes plasmaticas elevadas de MPO predizem eventos
cardiacos futuros em pacientes com SCA (100, 101). Yunoki e colaboradores
verificaram que niveis elevados de MPO na admissdo hospitalar estdo
associados a microcirculagdo miocérdica comprometida ap6s implante de stent
em pacientes com infarto agudo do miocardio (105). Esses achados sugerem
que MPO pode ser utilizada como biomarcador para estratificacdo de risco e
escolha do tratamento nesses pacientes.

Zhang e colaboradores. (89) conduziram um estudo de caso-controle
para determinar a associacao entre os niveis de MPO e a prevaléncia de doenca
arterial crénica em 158 pacientes submetidos a cateterismo cardiaco com DAC
estabelecida e 175 pacientes sem DAC angiograficamente significativa. Nos
modelos multivariados, ajustados pelos fatores de risco tradicionais, escore de
risco de Framingham e contagem de leucécitos, os niveis de MPO foram

significativamente associados a presenca de DAC.

Esses resultados corroboram com nossos achados de aumento na
concentragcao plasmatica de MPO nos grupos com doencga arterial coronariana
estabelecida (DCC e SCA) em comparacao com o grupo controle e fator de risco.

A distribuicdo das concentragdes plasmaticas de EN entre os grupos
estudados foi semelhante a observada para MPO. O aumento encontrado nos
pacientes com DAC, tanto no grupo DCC como SCA, estdo de acordo com o0s
resultados de outros estudos. Smith e colaboradores (106) mostraram que niveis
plasmaticos elevados de EN podem ser utilizados como um preditor
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independente de eventos cardiovasculares em pacientes com infarto agudo do
miocardio. Outros estudos também relataram que niveis elevados de EN
plasmatica foram observados em pacientes com varias doencgas
cardiovasculares (107-109). Além disso, a atividade da elastase sérica esta
associada a hipertensao sistélica e a rigidez arterial (110).

Em relacdo a NGAL observamos uma maior concentragao plasmatica
no grupo DCC em comparacgao ao grupo controle e fator de risco. Outros estudos
mostram que niveis séricos de NGAL sao significativamente maiores em
pacientes com DAC confirmada por angiografia em comparagdo com controles
com artérias normais (111, 112). A NGAL pode desempenhar um papel no
remodelamento vascular e na instabilidade das placas ateroscleréticas. A
presenca de NGAL foi documentada no meio vascular, tanto em sua forma livre
como em um complexo com MMP-9. A formacdo de um complexo de NGAL e
MMP-9 previne a degradacdo de MMP-9 e reforga sua atividade proteolitica que
pode tomar parte na formacdo de uma placa aterosclerética instavel. Este
complexo esta localizado em placas ateroscleréticas e sua concentracao
aumentada foi detectada em placas com hematoma intramural e necrose central
(113-116). O que ndo vai de acordo com nosso trabalho, pois ao analisarmos os
niveis de MMP-9, encontramos diferenca significativa no grupo SCA em relacao

ao controle.

Uma indicacdo adicional para infiltracdo de neutréfilos e seu
envolvimento no desenvolvimento da lesdo vem de estudos descrevendo a
presenca da IL-8 em lesdes ateroscleroticas (117). A IL-8 é a quimiocina mais
importante no recrutamento de neutréfilos para locais de inflamagcdo. Em
camundongos, as quimiocinas MIP-2 e KC, homdlogas funcionais da IL-8

humana, mostraram estar relacionadas a extenséo da aterosclerose (117).

Em nosso trabalho observamos uma maior concentracao de IL-8 em
pacientes do grupo DCC, o que esta de acordo com um estudo de Kirk et al. que
demonstraram aumento dos niveis de IL-8 em pacientes com doencga oclusiva
da artéria periférica (118). Porém ao observar a expressdao dos receptores
CXCR1 e CXR2, encontramos diferenca significativa na expressao de CXCR1+
no grupo SCA, o que nao era esperado, ja que o CXCR1 liga-se seletivamente
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a IL-8 com alta afinidade, enquanto o CXCR2 se liga a uma série de quimiocinas
CXC, incluindo IL-8 e Groa (119-121).

A maior parte dos trabalhos relaciona os neutréfilos aos estagios mais
tardios da aterosclerose e as complicagdes agudas. De fato, o exame de
segmentos de artéria coronaria obtidos por autdépsia e amostras de
endarterectomia de pacientes com angina instavel confirma que a infiltracdo de
neutroéfilos € comum no interior de lesbes culpadas em pacientes que tiveram um
evento corondrio agudo (90). Similarmente, o exame de placas de carétidas
revelam que o alto conteudo de neutréfilos esta fortemente associado a lesbes
propensas a ruptura, sugerindo um papel para os neutroéfilos na desestabilizacao
da placa (122). Evidéncias para o envolvimento de neutréfilos na vulnerabilidade
também foram obtidas de analises bioquimicas e imuno-histoquimicas de placas
culpadas. Proteases especificas de neutréfilos ligadas a degradacao de matriz
como elastase, NGAL, MMP-9, CD66b e proteinase-3 todas colocalizadas em
locais de hemorragia e positivamente correlacionado coma presenca de
complexos alfa-1-anti-tripsina/elastase, MPO e alfa-defensinas (114).

A elastase neutrofilica humana (EN) e a mieloperoxidase (MPO) sao
essenciais para a formagdo de NETs e ambas as enzimas sdo encontradas
dentro de gréanulos primarios de neutréfilos em repouso (123-125). A EN cliva as
histonas para revelar o DNA, processo auxiliado pela MPO e essencial para a
formacgao de NETs (125).

Em nosso trabalho observamos uma forte correlagcdo entre as
concentragdes de DNA-Elastase e DNA-MPO no plasma dos individuos com
fatores risco para aterosclerose e entre DNA-Elastase nos pacientes com SCA.
Podemos interpretar estes achados como evidéncia da participacdo dos
neutréfilos em todas as etapas do processo aterosclerético, com possivel
contribuicdo para o agravamento do quadro de inflamacao e desestabilizagao da
placa aterosclerética.

Em conjunto os resultados mostraram indicios mais fortes da
participacdo de neutréfilos nos pacientes com DCC, a saber, maior numero
absoluto de neutréfilos, maior expressao de CD11b e CD177 e maior frequéncia
de células CD54+ e CCR5+, sugerindo um alto potencial migratério e atividade
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inflamatéria. Concentragdes plasmaticas mais elevadas de mieloperoxidase,
elastase neutrofilica, IL-8, NGAL e dsDNA também foram mais elevadas em
pacientes com DCC, mostrando uma grande influéncia dos neutréfilos neste

estagio da doenca aterosclerotica.
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6 CONCLUSAO

Em conclusédo os resultados sugerem a participagdo dos neutrofilos
em todo processo aterosclerético, ndo apenas no inicio e na ruptura da placa
como descrito na literatura, mas também nos estagios de manutencdo da

doenca.
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3. Caracterizar os neutrdfilos circulantes quanto a expressao de maoléculas de adesdo (CD16, CD11b, CD1E,
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os pesquisadores irdo registrar esses dados também em uma “ficha de coleta de dados® para posterior
processamento dos dados. Explicar quais os cuidados os pesquisadores tomarSo em relagio a esse
material para manter o sigilo e a confidencialidade. Tambem ha necessidade de explicar quem tera acesso a
esses registros’a essas fichas.

b} Messe item, lé-se gue “Informagdes médicas obtidas neste estudo fardo parte do sew prontuario medico
deste hospital. Informagdo gue ndo fizer parte do prontudrio sera colocade junto a arguive dos
investigadores e identificado por codigos™. Explicar gue tipo de informagdo ndc médica ndo ird fazer parte do
prontuario.

¢} Deve estar escritc de forma clara e objetivo que a identidade da pessoa sera mantida em sigilo e que
quando os resultados da pesquisa forem divulgados, o nome dela ndo sera divulgado.

4. ltem “Desting do material biologico apos conclus3o do estudo” deve ser acrescentado:

a) gue o participante ou seu representante legal pedem a qualguer momento retirar seu consentmento da
guarda e utilizagdo do material biclogico armazenade. Também deve-se acrescentar quem terd direito sobre
o material armazenado em caso de faleciments do participante ou se esse ficar em uma condigio
incapacianie. Mo site do CEP tem uma estrutura basica dos itens que devemn conter no TCLE que pode ser
acessada atraves do link https:iwww_prp.unicamp_ brfpt-briprojeto-de-pesquisa e clicando no item 3.
Estrutura basica para Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE)®
b} Messe mesmo itemn, lé-se gque *... Apos a conclus3o do estudo o material derivado do sangue periferico
coletado (plasma) que nie foi utilizado sera armazenado em freezer -80o & no Laboratorio de Imunologia
Celular & Molecular sob a responsabilidade da Profa. Dra. Maria Heloisa de Souza Lima Blotia™. Explicar que
o Laboratdric de Imunologia ests localizado na UNICAMP.
¢} Também nesse item, consta a opgio de escolha "MAD { } M3c concordo com o armazenamento”.
Acrescentar @ esta frase "devendo o mesmo ser descartado no final da pesguisa”.

d) Inserr os campos para serem colocadas as rubricas do “participante da pesguisa’representante legal” e
do “pesquisador” nas paginas do TCLE.

5. Faltou inserir no TGCLE o item "0 Comité de Etica em Pesquisa (CEP)” que descreve qual & o papel do
CEP, conforme consta ma estrutura basica do TCLE que pode ser acessada através do link
hitps:/fwww_prp_unicamp. br'pt-briprojeto-de-pesguisa & dicando no item “3. Estrutura basica para Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLEY"
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Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
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Aprovada com Recomendagbes (Vide item acima recomendagies).

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QB
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Tipo Docurnento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS 7OE212| DEM02016 Acaito
do Projeto E1.pdf 16:36:.55
Outros JusiificativaDeEmenda_pdf DEM02MME (Marana Alcantara Aceito
18:35:00 |Cardoso Faria

TCLE / Termos de | TCLE_Hcore pdf DEM02ME (Marana Alcantara Aceito

Assentimemnto / 168:3:27 | Cardoso Fara

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| Projeto_Emenda. pdf DE6M02ME |Marana Alcantara Aceiio

Brochura 16:28:14 |Cardoso Fara

Investigador

Outros Declaracao._pdf DEM02ME (Marana Alcantara Aceito
168:26:27 | Cardoso Fara

Outros carta_resposta_aoc CEP.pdf 120120186 |Mariana Alcantara Aceito
11:21:03  |Cardoso Fara

Projeto Detalhado /| Projeto_comigido.pdf 12012018 |Mariana Alcantara Aceiio

Brochura 11:02:38 |Cardoso Fara

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_comigido. pdf 12012016 |Mariana Alcantara Aceito

Assentimento / 11:07:47 |Cardoso Faria

Justificativa de

Ausencia

Declaragdo de Biore positorio. pdf 08N 1/2M5 (Marana Alcantara Aceito

Manuseio Material 13:56:43 |Cardoso Fara

Biolégico !

Biorepositdrio /

Biobanco

Projeto Detalhado /| Projeto_pdf 19102015 (Mariana Alcantara Aceito

Brochura 08:02:32 |Cardoso Fara

Investigador

Folha de Rosto Faolha.pdf 1910205 (Marana Alcantara Aceito
08:00:37 | Cardoso Fana

Situagio do Parecer:

Aprovado

Emdersgn: Fua Tessalla Vielra de Camarga, 1236

Balrro: Bardo Geraldo
UF: 5P

CEP: 13083867

Muriciplo:  CAMPINAS
Telefone: |{13)3521-5936

Fax (1935217187

E-mall: capgfcmuricamg.br
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Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

CAMPIMNAS, 01 de Novembro de 2018

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
[{Coordenador)
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