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RESUMO

Modulacado dos receptores de quimiocinas no Infarto Agudo do Miocérdio por

terapias farmacolégicas.

Da Silva, LS. Modulacdo da expressao de receptores de quimiocinas no Infarto
Agudo do Miocéardio por terapias farmacoldgicas (dissertacdo). S&o Paulo:

Universidade Santo Amaro; 2021.

Introducdo: As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no
mundo, e o principal desfecho é o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), que ocorre
devido a formacéo de placa de ateroma nas paredes das artérias. Nesse contexto,
ocorre adesao e migracdo de mondcitos e linfocitos T para a regido subendotelial,
processo regulado por quimiocinas e seus receptores, como CCR2, CCR5 e
CX3CR1.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo dos receptores CCR2,
CCR5 e CX3CR1 em nivel de RNA ao longo de 180 dias apdés IAM e por quatro
diferentes estratégias combinadas hipolipemiantes e antiplaquetarias. Métodos:
Incluimos participantes em um esquema fatorial 2x2 a serem tratados com
rosuvastatina 20 mg ou sinvastatina 40 mg mais ezetimiba 10 mg, bem como
ticagrelor 90 mg ou clopidogrel 75 mg. Os receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e
CX3CR1 foram analisados por PCR em tempo real, na linha de base (V1), ap6s um
més e seis meses de tratamento (V2 e V3, respectivamente).

Resultados: Apés as comparacfes entre as trés visitas, independentemente do
braco de tratamento, houve aumento da expressdo do CCR2 e menor expressao do
CCR5 apo6s seis meses de tratamento (p <0,0001 para ambos 0s casos), sem
diferencas para CX3CR1. Apos comparacfes entre os quatro bracos, houve maior
expressao de CCR2 no grupo Sinvastatina + Ezetimiba + Clopidogrel (p = 0,007),
sem diferencas para CCR5 e CX3CR1 (p = 0,90 ep = 0,45, respectivamente).
Conclusao: Esses resultados apontam para o papel do CCR2 e do CCR5 como

biomarcadores Uteis do processo inflamatério relacionado ao IAM.

Palavras-chave: receptores de quimiocinas; infarto agudo do miocardio; terapias

farmacoldgicas; inflamacao.



ABSTRACT

Da Silva, LS. Modulation of the expression of chemokine receptors in Acute
Myocardial Infarction by pharmacological therapies (dissertation). S&o Paulo:

Universidade Santo Amaro; 2021.

Introduction: Cardiovascular diseases are the main causes of death worldwide, and
the main outcome is Acute Myocardial Infarction (AMI), which occurs due to the
formation of atheromatous plaque on the walls of the arteries. In this context, there is
adhesion and migration of monocytes and T lymphocytes to the subendothelial
region, a process regulated by chemokines and their receptors, as CCR2, CCR5 and
CX3CR1.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the expression of the receptors
CCR2, CCR5 and CX3CR1 at RNA level over 180 days after AMI and also by four
different lipid-lowering and antiplatelet combined strategies.

Methods: We included participants in a 2x2 factorial design to be treated with
rosuvastatin 20 mg or simvastatin 40 mg plus ezetimibe 10 mg, as well as ticagrelor
90 mg or clopidogrel 75 mg. The chemokine receptors CCR2, CCR5 and CX3CR1
were analyzed by real time PCR, in the baseline (V1), after one month and six
months of treatment (V2 and V3, respectively).

Results: After comparisons between the three visits, regardless of the treatment
arm, there was an increase in CCR2 expression and lower expression in CCR5 after
six months of treatment (p<0.0001 fro both cases), without diferences for CX3CR1.
After comparisons between the four arms, there was higher expression of CCR2 in
the Simvastatin + Ezetimibe + Clopidogrel group (p=0.007), without diferences for
CCR5 and CX3CRL1 (p=0.90 and p=0.45, respectively).

Conclusion: These results pointing to the role of CCR2 and CCR5 as useful

biomarkers of inflammatory process related to the AMI.

Keywords: chemokine receptors; acute myocardial infarction; pharmachological
therapies; inflammation.
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1.INTRODUCAO

1.1. Infarto Agudo do Miocardio: Aspectos Gerais

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo
atualmente, no ano de 2016 desfechos como o Infarto Agudo do Miocardio (IAM)
acometeram aproximadamente 10 milhdes de mortes pelo mundo.?

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), estima-se que
dentre as doengas ndo comunicaveis como a doenca cardiovascular, 17,3 milhdes
de pessoas morreram em 2008, representando 30% das mortes globais, com
projecdo de aumento para 23,6 milhdes até 2030.°

Como doencas cardiovasculares temos a aterosclerose, doenga arterial
coronaria, doenga vascular cerebral e doenca vascular periférica, associadas a
infec¢des, inflamagdes e doencas imunes, e seus fatores de risco, tanto os
modificaveis como tabagismo, dislipidemia, hipertensédo, sedentarismo, obesidade,
diabetes e estresse quanto os nado modificaveis como idade, sexo e histérico
familiar.™

As inflamacbes crbnicas na aterosclerose induzem os fatores de agregacao
plaquetaria. Ocorre aumento na circulagdo de lipideos, quimiocinas s&o atraidas
para as paredes das artérias, causando uma disfungcdo vascular. Por meio da
ativacdo da proteina G, as quimiocinas induzem a quimiotaxia, acopladas nos
receptores especificos GPCR’s, onde as quimiocinas sé&o responsaveis pelos sinais
pré e pro—inflamatérios que possuem papel importante na selecao, recrutamento de
mondcitos, neutrdfilos e linfécitos.*

Na aterosclerose, ocorre adesdo e migragao de mondcitos e linfocitos T para
a regiao subendotelial, os macréfagos fagocitam substancias pré-inflamatdrias,
como o colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), originando as células
espumosas. Com o processo inflamatorio crénico forma-se a placa de ateroma, onde
ocorre a producao de citocinas inflamatérias e metaloproteinases que destroem o
colageno, ocorrendo trombos por meio dos fatores de coagulagao, podendo levar a
um IAM.°

O IAM ocorre devido a formagdo da placa de ateroma nas paredes das
artérias, que reduzem a passagem sanguinea nas artérias coronarias, causando

hipoxia no musculo cardiaco. Os sintomas do IAM incluem dor no peito, dor que se



estende do braco esquerdo até o pescoco (Sinal de Lavigne), dificuldade de respirar,
sudorese, arritmias, fraqueza, nausea, vomitos, ansiedade, fadiga, depresséo,
dentre outros.®®

As quimiocinas e seus receptores atuam coordenando O processo
inflamatdrio, entre os componentes do sangue e os da parede arterial, regulam o
influxo, captura e fluxo de leucdcitos, tal como sua proliferacdo e apoptose das
células da placa de ateroma.®

Em 1882, Mechinivok identificou os macréfagos como primeiro sistema de
defesa em caso de dano fisico ou celular, resposta a uma inflamacao, infeccédo, onde
monocitos sdo mobilizados, infiltram nos tecidos e se diferenciam em macréfagos.
No IAM secretam proteinas anti-inflamatorias, onde realizam fagocitose de células
mortas e interagdo com outras células para o reparo do tecido.’

A resposta imune inata atua como um importante regulador na inflamacgao,
proliferacdo e maturacdo de mondcitos e macrofagos, que no IAM se expandem e
proliferam rapidamente, no inicio ha uma infiltracdo de populagédo proé inflamatdria,
depositando na lesdo, apds duas semanas ocorre uma reducdo e remodelacédo de
macréfagos e mondcitos que retornam ao nivel basal.’

Sendo polarizados em M1 e M2, os macréfagos M1 séo pré inflamatorios
fagocitados, atuando na limpeza celular, ja os M2 migram para o local da inflamagao,
atuando no processo de remodelacdo cardiaca. Nos tecidos em que residem, os
macrofagos possuem fungdes especificas, no tecido cardiaco contribuem para a
regulacao, termogéneses, influenciam o balango eletrolitico e atuam na reciclagem
do ferro. A populagdo de macréfagos que atua nas doengas coronarias, isquémicas
cardiovasculares e no miocardio exercem funcado de modeladores e reparadores do

tecido apés o IAM.°

1.2. Tratamento Farmacoldgico do Infarto Agudo do Miocéardio

O tratamento farmacologico ap6s o IAM inclui os medicamentos: morfina/
meperidina para dor, anti-hipertensivos, betabloqueadores, inibidores dos canais de
célcio, diuréticos, anticoagulantes, dentre outros.’®*® As estatinas ou inibidores da
HMG-CoA redutase reduzem a morbidade e a mortalidade causadas pelas doencas
coronarianas, reduzindo a inflamagéo vascular, agregacdo e adesdo plaquetaria,

deposicdo de trombos e promovem uma modelacéo nas células do miocardio.'* As
2



estatinas sédo farmacos utilizados para reduzir os niveis sanguineos da LDL-C (ou
LDL oxidado) inibem a sintese endégena do colesterol.*®

Diversas diretrizes sdo utilizadas mundialmente para estabelecer o uso de
estatinas em sindromes coronarianas. BANGLORE S, SLOAN S, QUIN J, el al.
2010, avaliaram pravastatina e Atorvastatina na terapia do trombolismo no IAM,
houve acompanhamento durante 24 meses de 4162 pacientes onde a atorvastatina
comparada a pravastatina mostrou uma reducdo de 16% na ocorréncia de eventos
cardiovasculares, como também reducéo da proteina C reativa, importante proteina
gue eleva o processo inflamatoério, os beneficios clinicos permaneceram apos 30
dias e continuaram sendo avaliados apés 2 anos e 5 meses de estudo.®

As estatinas sdo farmacos usados no tratamento da hipercolesterolemia. Os
medicamentos sao utilizados para reduzir os niveis sanguineos da lipoproteina de
baixa densidade (LDL-colesterol), inibindo a sintese enddgena do colesterol. A
rosuvastatina € um potente inibidor competitivo da HMG-CoA redutase (forma ativa),
a enzima que limita a velocidade de formagdo do precursor do colesterol. A
sinvastatina, uma lactona inativa (pro- farmaco), é hidrolisada para o seu
correspondente b-hidroxiacido. Esse é o principal metabdlito e o inibidor enzima
(HMG-CoA) redutase, reduz as concentracdes do colesterol plasmatico total e do
colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e a lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL). Além disso, a sinvastatina aumenta o colesterol da
lipoproteina de alta intensidade (HDL-C) e reduz os triglicérides plasmaticos. **

As estatinas sao anti-inflamatérios e cardioprotetores na aterosclerose,
atuando na diminuicdo dos marcadores inflamatérios, como fator de necrose
tumoral, interleucina-6 (IL-6), quimiocinas (MPC-1/CCL2), mondcitos e outros. No
IAM reduzem a migrac&o e infiltracéo de neutréfilos, monécitos e macréfagos.*’

A Ezetimiba age ao reduzir a absorcdo do colesterol no intestino delgado,
engquanto outros hipolipemiantes como as estatinas e o fenofibrato diminuem o
colesterol de formas diferentes. Atua com acdo complementar as estatinas, resinas e
fibratos. E absorvido e metabolizado no intestino, sofre metaboliza¢&o no citocromo
P-450, ndo possuindo interacées medicamentosas.*®

Os anticoagulantes (Clopidogrel e Ticagrelor) séo introduzidos como
terapéutica no IAM, onde a cascata de coagulacdo possui importante papel na
evolucdo da sindrome coronariana devido a formacdo de trombos, agregacao e

adesdo plaquetaria, sendo a terapia com anticoagulantes (anti-vitamina K) oral ou



Intravenosa utilizada em combinacdo com outros medicamentos no tratamento do
|AM.13’14

Os antiplaquetarios sdo agentes diversos, que inibem a formacao do trombo
induzido predominantemente por plaguetas sem interferir de forma significativa nos
demais segmentos da coagulacdo. Estes farmacos promovem a inibicdo das
funcbes plaquetarias como adesédo e agregacao, por meio de diferentes vias, entre
estas vias destacam-se a inibicdo da ciclooxigenase, da tromboxano sintetase, da
fosfodiesterase. Também sofrem agdo as vias de inibicdo do ADP e da ligacdo do
fibrinogénio com receptores das glicoproteinas llb/llla, a dos antagonistas dos
receptores das glicoproteinas Ilb/ Illa e inibidores de agonistas especificos como a
trombina, serotonina, adrenalina.*®**

O Clopidogrel age no sangue reduzindo a chance de formagédo de trombos
(coagulos sanguineos), o Ticagrelor impede o acumulo de plaquetas (agregacao
plaguetaria), reduzindo a possibilidade de formacdo de coagulos que podem

bloquear um vaso sanguineo.****

1.3. Receptores de quimiocinas de mondcitos

Quimiocinas sao pequenas proteinas que possuem receptores especificos,
com papel importante na resposta inflamatéria e carcinogénese, sdao uma familia de
proteinas com pequena massa molecular, compostas por 70-90 aminoacidos, e sao
atraidas para as diferentes células do corpo por meio dos fatores quimiotaticos. As
quimiocinas classicas sdao CCL2, CCL7, CCL8, CCL12 e CCL3 que se ligam no
receptor CCR2, potente ativador do sinal de indugdo da transmigragdo de
mondcitos. "’

As diferentes quimiocinas diferenciam-se pela disposicdo da primeira e da
segunda cisteina na posi¢cédo N-terminal (C; CC; CXC, CX3C). As quimiocinas das
familias CC possuem maior atragdo em leucécitos, mondcitos e células NK, a familia
CX3 atrai granulécitos (neutrofilos). As familias de quimiocinas possuem ligantes
especificos para receptores com estruturas e fungdes diversas. Em humanos tem-se
o conhecimento de identificagcdo de mais ou menos 50 quimiocinas e 40 receptores
de quimiocinas.™

A MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1), também conhecida por CCL2, é

amplamente estudada no contexto da doenga cardiovascular, os receptores CCR1,
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CCR2 e CCR3, sao expressos em linfécitos T. Os mondcitos e basdfilos expressam
os receptores CCR1 e CCR2, ja eosindfilos expressam CCR1 e CCR3."%%

Os mondcitos sdo fundamentais no processo inflamatério de doengas como a
aterosclerose e IAM. Recentemente, foram descobertas trés subpopulagdes de
mondcitos, definidas por meio da expressao dos receptores de superficie CD14 e
CD16. Os mondcitos classicos sao CD14++CD16-, expressam o receptor de
quimocina CCR2, os nao classicos CD14+CD16+ ndo expressam CCR2, mas
produzem citocinas pro-inflamatérias, atuam no reparo vascular e remogao de
lipidios (patrolling) na aterosclerose, séo células reparadoras e de remogdo. Os
intermediarios CD14+CD16+ sao expressos no HIV e na doenca cardiovascular,
expressam CCR2, atuam na remocao de células que sofreram apoptose e na
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e mediadores inflamatdrios.?’

A primeira quimocina descoberta foi a MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1) ou CCL2, localizada no 17° cromossomo, composta por 76 aminoacidos.”
No coragao possui uma populagéo residente de macrofagos, e receptor na superficie
celular CCR2. Os macrofagos CCR2+ originam-se na linhagem hematopoiética,
entram no coragao nas primeiras semanas de vida, mantendo uma combinagéo de
mecanismos para recrutamento e proliferacdo de monacitos.??

O CCR2 possui importante papel no recrutamento de macrofagos e mondécitos
para as paredes dos vasos, atuando no processo de aterosclerose. Os macrofagos
CCR2- e 0 CCR2+ possuem fungdes distintas no coragao, sendo que as células que
nao expressam o receptor estdo envolvidas em remodelagédo de tecidos e
desenvolvimento coronario, expressao vascular e reparo do tecido cardiaco, e
macrofagos CCR2+ estédo presentes em coragdes adultos, ainda ndo possuem papel
definido, mas essas células participam do inicio da inflamac&o.?"?2

O receptor CCR5 é expresso por leucdcitos e mondcitos/macrofagos e seu
ligante & conhecido por RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted) ou CCL5, estando associado a ativagao dos linfécitos T, mondcitos,
células dendriticas células epiteliais na resposta inflamatoria, macrofagos,
granulécitos, micréglia, mastécitos, neurdnios, fibroblastos, musculo esquelético e
liso. O receptor CCR5 possui grande afinidade por ligantes agonistas como CCL3,
CCL4, CCL5, CCL3L1, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14, CCL16 e pelo antagonista
CCL7.% Estudos in vivo e in vitro mostram que a deficiéncia em CCL5 ou CCR5
reduz significantemente a formacao da aterosclerose, € ha estudos que mostram

que o bloqueio de CCR5 pode ser Util para a redugdo da placa de ateroma.?*?°



A quimocina CCRS5 foi identificada como correceptor para entrada do virus
HIV nas células, representando 95% de novos casos de infectados por HIV no
mundo.?* Como variante do CCR5 encontra-se o A 32 — CCR5, essa alteracéo
oferece uma condigao de protegao contra o HIV. Esse polimorfismo na expressao do
CCR5 confere uma resisténcia ao virus do HIV, onde a deplecao em terapia de
células foi evidenciada em pacientes como o de Berlim e o de Londres.?®

O CCRS5 é responsavel pela migragdo de mondcitos, células NK e células T
para o sitio da inflamagado, tanto na aterosclerose quanto na sua principal
complicacao, o IAM. O polimorfismo CCR5 delta 32 regula o processo inflamatério,
obtendo assim uma significativa redugdo na doenga cardiovascular, promovendo
uma resisténcia e longevidade em algumas populagées no mundo.?

Na expressao de quimiocinas, promove a adesao, recrutamento de neutrdfilos
e infiltracdo dos leucdcitos no tecido cardiaco no IAM. O bloqueio de CCR5 pode
diminuir o IAM e modelar a resposta inflamatéria, estudos feitos com ratos
evidenciaram que esse bloqueio pode ser utilizado como uma modalidade
terapéutica, o bloqueio reduziu a resposta inflamatéria cardiaca e prote¢cédo cardiaca
via inibicdo do CCR5.%4%

O CCRS5 expresso por macrofagos regula a resposta inflamatéria, sua delegao
no |IAM, observado em ratos, reducédo na ativagdo de macréfagos, decréscimo de
fragmentos de colageno e remodelacéo diminuida.?*

Os polimorfismos CCR5 A 32, CCR5 -59029- A-G e CX3CR1 V2491/T280M
estdo relacionados ao risco cardiovascular, sendo que o CCR5 A 32 esta associado
a menor risco de IAM, o CCR5 -59029- A-G relaciona-se ao agravamento de
doengas coronarianas e IAM, ja o CX3CR1 V2491/T280M esta associado a
diminuicdo na progressao da aterosclerose atuando na protegdo contra o IAM e em
doencas vasculares.?®

O CX3CR1 é um receptor expresso em monacitos, células NK, células T e
musculatura esquelética lisa, onde atua como mediador de migragdo, adesao e
proliferacdo.?” O CX3CR1 é uma quimocina que se liga ao receptor CX3XL e possui
funcdo de reducdo na neuro inflamacdo e altos niveis de CX3CL1 indicam
progressao de doengas como aterosclerose, asma, rinite e artrite reumatoide
(doencas cronicas inflamatorias).?®

Em células T, o CXCR1 atua como componente de memdria no processo
inflamatério em infecgdes especificas, onde as células T CD8+ possuem papel

crucial na resposta imune e memoéria nas inflamagdes e recrutamento celular. Sao
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atuantes na resposta das células apresentadoras de antigenos (APC’s), no endotélio
vascular ou no linfodo.?

O CX3CR1 possui dois diferentes polimorfismos, possui substituicdo
isoleucina por valina na posicao 249 (CX3CR1V2491) e metionina por treonina na
posicdo (CX3CR1-T280M) essa associagdo no alelo 280M reduz os riscos de
doencga arterial coronariana em heterozigotos, exibindo a habilidade de reduzir a
morbidade e mortalidade nas doengas cardiovasculares.*®

O CX3CR1 é uma quimocina pré inflamatodria, induz por quimiotaxia a
circulagdao de mondcitos, recrutamento e selegcao de linfécitos Th1 expresso por
células T, observados na lesdo da aterosclerose, atuam na aterogénese e
progressao da placa de ateroma, o polimorfismo em CX3CR1 (V2491 e T280M)
reduz a capacidade de desenvolvimento da aterosclerose e da placa.*!

Na aterosclerose, estenose arterial, diabetes Mellitus tipo 2, sindrome
metabdlica, doenga coronaria, IAM e angina, o CX3CL1/ CX3CR1 possui grande
potencial clinico para ser utilizado como marcador progndstico, diagndstico e
terapéutico, os altos niveis séricos de CXCL1 sdo potenciais biomarcadores de
diagndstico e prognéstico, sendo um biomarcador ideal que oferece informagdes de
pacientes com doenga cardiovascular e/ou prognéstico para pacientes no inicio da

doencga Cardiovascular e/ou preventivo na intervengao terapéutica.®’



2. JUSTIFICATIVA

Ha poucos estudos avaliando a relagao entre os receptores de quimiocinas de
mondcitos e o Infarto Agudo do Miocardio, principalmente relacionando tratamentos
hipolipemiantes. As estatinas podem diferir em seu efeito mais precoce pela
magnitude do efeito pleiotrépico. Além disso, agentes antiplaquetarios podem
retardar a biotransformacéao das estatinas reduzindo seus efeitos pleiotrépico na fase
mais aguda do Infarto Agudo do Miocardio. Diferengas na expressdo de CCR2,
CCRS5 e CX3CR1 podem contribuir para a facilitagdo da entrada dos mondcitos na

intima vascular e consequentes complicagdes coronarianas.



3. OBJETIVOS

e Avaliar o nivel de expressdo dos receptores de quimiocinas CCR2,
CCR5 e CX3CR1 ao longo de 180 dias de tratamento farmacoldgico
apos IAM;

e Comparar quatro diferentes estratégias farmacoloégicas com relagédo a
expressao de CCR2, CCR5 e CX3CR1.



4. METODOS

4.1. Desenho do estudo e Critérios de inclusao e exclusao

O estudo incluiu pacientes de ambos os sexos com idade inferior a 75 anos,
com Infarto Agudo do Miocardio com supra desnivelamento do segmento ST,
tratados com tromboliticos nas primeiras seis horas de inicio dos sintomas. Foram
excluidos pacientes com comorbidades que podiam impedir a introdugdo dos
farmacos ou a avaliagdo dos tratamentos, como hepatopatia ativa, sangramentos
recentes, neoplasias, choque cardiogénico, conhecida intolerancia aos farmacos do
estudo, ou antecedentes pessoais que pudessem impedir uma adequada avaliacdo
dos tratamentos (alcoolismo, dependéncia de drogas, doengas infecciosas ou
reumatolégicas crbnicas, como AIDS, artrite reumatoide, Lupus Eritematoso
Sistémico, dentre outros). O estudo foi do tipo PROBE (Prospective, randomized,
open label trial with blinded endpoints) ou seja, aberto, aleatério e com analise cega
de desfechos. O estudo foi registrado como ensaio clinico antes de seu inicio
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02428374) e obedeceu as normas internacionais da
boa pratica clinica e harmonizagcdo de dados (GCP/ICH). Os pacientes foram
aleatorizados em desenho fatorial 2x2 para tratamento com rosuvastatina 40 mg/dia
ou sinvastatina 40 mg/dia, bem como ticagrelor 180 mg inicialmente e 90 mg 2x/dia
de manutencgdo ou clopidogrel 600 mg inicialmente e 75 mg/dia de manutengao
(pacientes com estratégia de intervencdo percutdnea primaria) ou 90 mg de
ticagrelor (dose inicial e mantida 12/12h) e 300 mg de clopidogrel (seguido de 75
mg/dia, quando do uso de tromboliticos), além da terapia convencional do IAM. O

tratamento foi mantido por seis meses.
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4.2. Obtencao de células mononucleares do sangue periférico

Foram colhidos aproximadamente 5 mL de sangue periférico dos pacientes
em tubo com EDTA (para evitar coagulagao), sendo acrescido Ficoll-Hypaque (Ficoll
Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) e centrifugado a
800 g, 22° C por 20 minutos, havendo separagéo de células mononucleares por
gradiente de concentragcdo. Posteriormente, as células obtidas foram lavadas em
PBS. A variabilidade celular e contagem das células foram realizadas em Camara de
Neubauer (Hemocitdmetro), apos coloragdo de 10uL das células com 90 uL de azul
de Tripan 60% (Sigma-Aldrich, MO, USA) por cinco minutos; em seguida as
amostras foram centrifugadas e utilizadas imediatamente, ou foi adicionado 1 mL de
solugdo para congelamento (DMSO+ soro fetal bovino) e as amostras foram

mantidas em nitrogénio liquido.

4.3. Isolamento do RNA e Transcricdo Reversa

Para extracdo do RNA, foi utilizado o kit PureLink RNA Mini Kit
(Thermofisher), seguindo normas do fabricante. O kit extrai 0 RNA pelo método de
colunas de silica, cuja purificagcdo do RNA consiste em ligacdo idnica entre os acidos
nucleicos e a silica seguida de lavagens e posterior eluicdo. Todas as etapas foram
realizadas seguindo as recomendacOes do fabricante. Em seguida as amostras
foram tratadas com DNAse (Turbo DNA-free kit, Thermofisher), para a remocéo do
DNA gendmico contaminante nas amostras.

A concentracdo e qualidade do RNA presente em cada amostra foi obtida
com o aparelho Nanodrop 2000 (Applied Biosystems).

Para a obtencdo do cDNA (transcricao reversa), foi utilizado o kit Superscript

Il Reverse Transcriptase (Thermofisher).
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4.4, PCR em tempo real

Os experimentos foram realizados em duplicatas, contendo cada amostra 2X
TagMan Gene Expression Master Mix (Thermofisher) - 10 uL, agua livre de DNAse e
RNAse, 1 uL de cDNA e 1 yL de 20X TagMan Gene Expression Assay em um total
de 20 pl por reacéo.

As reacOes foram avaliadas utilizando o equipamento StepOnePlusTM Real-
Time PCR System.

Os primers para CCR2 foram:

Forward 5-ATGCTGTCCACATCTCGTTCTCG-3, reverse 5-
TTATAAACCAGCCGAGACTTCCTGC-3".%

Os primers para CX3CR1 foram:

forward 5-CCCTGAATCAGTGACAGAAAACT-3; reverse 5-
ACGGAGTAGAATATGGACAGGAA-3".%

Os primers para CCR5 foram:

forward 5-CACCTGCAGCTCTCATTTTCC-3" reverse 5-
TTGTAGGGAGCCCAGAAGAG-3".*

As condicdes de ciclagem para todos os ensaios foi de 95°C por 10 minutos,

seguido de 40 clicos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

4 5. Andlise estatistica

Para anélise dos dados, foi utilizado o programa SPSS versédo 18.0. Foram
realizados os testes ndo paramétricos Friedman e Kruskal-Wallis e definiu-se o nivel
de significancia em p < 0,05.

4.6. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Santo Amaro — UNISA, parecer n° 4.650.405.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos 109 pacientes, sendo 78 homens (72%) e 31 mulheres

(28%). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais da amostra.

Tabela 1.Caracteristicas gerais da amostra estudada

Idade, mediana (IQ), anos 59 (53-64)
Sexo masculino, n (%) 78 (72)
Peso, média (EPM), Kg 74,73 (1,44)
Altura, média (EPM), m 1,66 (0,01)
indice de massa corpérea, média (EPM), kg/m? 27,18 (0,47)
Presséo arterial sistélica, média (EPM), mmHg 127 (2)
Presséo arterial diastolica, média (EPM), mHg 77 (2)
Diabetes*, n (%) 30 (28)
Hipertensao, n (%) 25 (23)
Tabagismo, n (%) 42 (39)

Os valores mostrados expressam as médias e erros-padrdo das médias (EPM), ou
mediana (intervalo interquartis - 1Q) ou dados em percentagem para variaveis
categoricas.

*N&o diabético: Hb glicada < 5,7%; pré-diabético: Hb glicada entre 5,7 e 6,4%;
diabético 2 6,5%.

Parametros de funcéo renal, diabetes e lesdo miocardica

A Tabela 2 mostra parametros de funcéo renal, diabetes e lesdo miocérdica

avaliados nas primeiras 24 horas de hospitalizacao.
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Tabela 2. Perfil bioquimico nas primeiras 24 horas de hospitalizacéo

Exame Média (EPM)
HbAlc 6,4 (0,1)
Glicose 139 (6)
Troponina 7923 (1057)
Creatinina 0,93 (0,02)
TFG 85 (2)

Valores representam médias e erros-padrdo das médias. Valores de
glicose e creatinina em mg/dL; HbAlc em %; Troponina em picomol/L;
TFG — taxa de filtracdo glomerular estimada (CKD-EPI).

5.1. Perfil Lipidico

O perfil lipidico dos pacientes ao longo do estudo esta representado na

Tabela 3. Ap6s comparacbes entre as visitas inicial, 30 dias e 180 dias, foram

encontradas reducgdes no colesterol total, LDL-C e ndo-HDL e aumento do HDL-C,

sem diferencas significantes para triglicérides (p<0,0001; p<0,0001; p=0,001,;

p<0,0001 e p=0,22, respectivamente. Teste ANOVA, pos teste de Bonferroni).
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Tabela 3. Perfil lipidico ao longo do estudo

Exame Média (EPM) Média (EPM) Média (EPM) Valores de referéncia p*
Basal 30 dias 180 dias

Colesterol total 203 (5) 126 (3) 127 (3) inferior a 190 <0,0001

LDL-C 133 (4) 65 (3) 64 (2) inferior a 100 <0,0001

HDL-C 40 (1) 38 (1) 45 (2) superior a 40 0,001

N&o-HDL-C 162 (4) 88 (3) 87 (3) inferior a 130 <0,0001

Triglicérides 182 (17) 164 (16) 146 (8) inferior a 150 0,22

Valores representam médias e erros-padrdo das médias em mg/dL. CT — Colesterol total; LDL-C — colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; N&o-HDL-C — colesterol ndo HDL; TG - triglicérides; HDL-C — colesterol da
lipoproteina de alta densidade.

*Teste ANOVA, pos teste de Bonferroni
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5.2. Analises de Expressao Génica

As analises levaram em consideracdo o método 222!, que calcula o valor
de vezes de mudanca (fold-change) dos niveis de transcritos dos receptores de
mondcitos, dos pacientes tratados apos a visita 2 e 3 (V2 e V3), em comparacao
a visita (V1). O valor igual a 1 corresponde a nao alteracdo na expressao génica
dos marcadores nas visitas 2 e 3 (V2 e V3) em relacdo ao controle (V1), ja
valores maiores que 1 indicam aumento e menores que 1, diminuicdo na
expressao génica.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo representadas as médias (erros-padrées das
médias — EPM) dos transcritos de CCR2, CCR5 e CX3CRL1 obtidos na visita 2
(apbs 30 dias de tratamento) em relac&o a visita 1 (inicial, até 24 h do IAM) e
visita 3 (apos 180 dias de tratamento) em relacao a visita 1. A Tabela 4 refere-
se aos dados obtidos de todos os participantes do estudo, independente do

braco de tratamento. E a Tabela 5 separando por bragos de tratamento.

Tabela 4. Quantificac&o relativa dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e
CX3CR1, independente dos bracos de tratamento

Marcadores Média + EPM
CCR2 V2 0,92 + 0,08
CCR2 V3 0,85+ 0,07
CCR5 V2 2,28+ 0,21
CCR5 V3 0,46 + 0,04
CX3CR1 V2 2,04 + 0,16
CX3CR1V3 2,04+ 0,16

Os dados representam a Média + EPM da
quantificacdo (método do 272" dos transcritos
de CCR2, CCR5 e CX3CR1 das visitas 2 e 3 (V2
e V3) em relacdo a visita 1 (V1).
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Tabela 5. Quantificacdo relativa dos receptores CCR2, CCR5 e CX3CR1 de
acordo com os bracos de tratamentos

CCR2 V2 CCR2 V3 CCR5V2 CCR5V3 CX3CR1V2 CX3CR1V3
T1 0,79+0,14 095+0,14 245+045 049+0,09 190+0,32 190+£0,32
T2 0,79+0,13 085+0,16 2,28+045 053+0,09 2,13+0,30 2,13+0,30
T3 082+0,18 066+0,11 1,77+0,31 041+0,07 2,08+042 2,08+0,42
T4 125+0,18 095+0,12 254+043 041+0,08 2,06+0,26 2,06+0,26

Os dados representam a Média + EPM da quantificacéo (método do 2™2°%!) dos transcritos
de CCR2, CCR5 e CX3CR1 das visitas 2 e 3 (V2 e V3) relativas a visita 1 (V1).
T1: Rosuvastatina + Ticagrelor; T2: Rosuvastatina + Clopidogrel; T3: Sinvastatina +
Ezetimiba + Ticagrelor; T4: Sinvastatina + Ezetimiba + Clopidogrel.

5.3.

Comparacdes entre visitas

A Figura 1 representa os dados obtidos para os trés receptores de

guimiocinas, nas trés visitas, independentemente do braco de tratamento. Apés

as comparacgdes entre as trés visitas (teste de Friedman), houve aumento da

expressdo do CCR2 em V3 em relagcdo a V2 (em comparagdo com V2 em

relacdo a V1 e V3 em relacdo a V1), p < 0,0001 (Figura 1A). Em relacdo ao

CCR5, houve menor expressdao no CCR5 na V3 em relacdo a V2 (em

comparacao a V2 em relacéo a V1 e V3 em relacédo a V1), p < 0,0001. (Figura
1B). Nao houve diferenca para CX3CR1, p = 0,45 (Figura 1C).
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Figura 1. Expressédo dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e CX3CR1 apés 30 e 180 dias de tratamento (V2 e V3,
respectivamente) em relagdo a visita inicial (V1). Apos comparacfes entre V2 e V3, ndo foram encontradas diferencas na
expressao do CCR2 e do CX3CR1 (p=0,88 e p=0,99), porém houve reducao na expressdo de CCR5 (*p<0,0001) apo6s 180 dias de

tratamento. Teste de Mann-Whitney.
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Comparacdes entre bracos de tratamento — CCR2. CCR5 e CX3CR1

As Figuras 2-4 mostram os valores obtidos para CCR2, CCR5 e
CX3CR1, considerando os quatro bracos de tratamento separadamente. Apos
comparacdes entre os quatro bracos (teste de Kruskal-Wallis), houve maior
expressdo de CCR2 no grupo Sinvastatina + Ezetimiba + Clopidogrel (p =
0,007), sem diferencas para CCR5 e CX3CR1 (p = 0,90 e p = 0,45,

respectivamente), figura 2.
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Figura 3. Expresséo do receptor de quimocina CCR2 durante o tratamento, considerando os quatro bragos de tratamento
separadamente. T1: rosuvastatina + ticagrelor; T2: rosuvastatina + clopidogrel; T3: sinvastatina + ezetimiba + ticagrelor; T4:
sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel. Houve maior expressédo no braco sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel (p = 0,007,
Teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 5. Expresséo do receptor de quimocina CCRS5 durante o tratamento, considerando os quatro bracos de tratamento
separadamente. T1: rosuvastatina + ticagrelor; T2: rosuvastatina + clopidogrel; T3: sinvastatina + ezetimiba + ticagrelor; T4:
sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel. Nao houve diferencas entre os grupos (p = 0,90, teste de Kruskal-Wallis
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Figura 7. Expressdo do receptor de quimocina CX3CR1 durante o tratamento, considerando os quatro bragos de tratamento
separadamente. T1: rosuvastatina + ticagrelor; T2: rosuvastatina + clopidogrel; T3: sinvastatina + ezetimiba + ticagrelor; T4:
sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel. Nao houve diferenca significativa (p = 0,45, teste de Kruskal-Wallis).



6. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia do tratamento
hipolipemiantes e antiplaquetario por seis meses na expressao dos receptores
de quimiocinas de mondcitos CCR2, CCR5 e CX3CR1, em pacientes apos
IAM. Até onde sabemos, os efeitos cronicos desses medicamentos
relacionados a esses receptores de quimiocinas, apés o infarto do miocardio,
nao foram avaliados em humanos.

Nossos principais achados mostraram aumento na expressdo de CCR2
apos seis meses de tratamento, independentemente do brago de tratamento,
além da maior expressao no grupo sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel. Essa
diferenca entre os quatro bracos era esperada, uma vez que a sinvastatina por
seu efeito pleiotropico € um antiinflamatério menos potente do que a
rosuvastatina. Além disso, tanto o clopidogrel quanto a sinvastatina apresentam
metabolismo pelo citocromo P450 CYP 3A4, diferentemente da rosuvastatina, o
gue pode explicar uma menor magnitude do efeito antiinflamatério pleiotropico
sob tratamento com sinvastatina.

Muitos estudos tém mostrado um papel inflamatério relacionado ao
CCR2. Tapp et al. (2012)* analisaram a expressdo do CCR2 desde a fase
aguda até a recuperacao apos infarto do miocardio com elevacédo do segmento
ST (IAMCSST), mostrando maior expressdo de CCR2 em mondcitos classicos
(considerados células inflamatérias) em pacientes apés IAMCSST, em
comparacao aos individuos do grupo controle.

Han et al. (1999)% trataram culturas de mondcitos da linhagem THP-1
com lipoproteina de baixa densidade (LDL) e observaram maior expressao de
CCR2, e esses resultados foram posteriormente confirmados in vivo. No
mesmo trabalho, um aumento de aproximadamente duas vezes na expressao
do CCR2 foi encontrado em mondcitos isolados de individuos com
hipercolesterolemia, em compara¢do com pacientes normais, e uma correlacao
significativa entre a expressdo do CCR2 e a concentracdo plasmatica de LDL
foi encontrada.

Em relacdo ao tratamento hipolipemiante e antiplaquetario relacionado

ao CCR2, Yang et al. (2015)%* avaliaram o efeito de uma dose Unica de terapia
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intensiva (80 mg) com atorvastatina, em comparacdo a um grupo com dose de
20 mg, no recrutamento de monocitos em pacientes com angina instavel.
Todos o0s pacientes também receberam terapia com os antiplaquetérios
aspirinas + clopidogrel (doses de 300 mg para os dois medicamentos). Os
autores encontraram uma reducdo na expressdo de CCR2 no grupo de
atorvastatina 80 mg em comparacédo com o grupo de 20 mg apos 24 horas. No
presente estudo, por outro lado, encontramos niveis mais elevados de CCR2
ap0s o tratamento, o que pode sugerir um risco inflamatério residual
apresentado pelos participantes do estudo, mesmo sob tratamento
hipolipemiante e antiplaguetario efetivo. Esse risco inflamatério pode ser
explicado pelo conceito de imunidade treinada, que se refere a persisténcia do
fendtipo inflamatorio ap6s meses de tratamento com hipolipemiantes, como as
estatinas, devido a reprogramacdo epigenética das modificagcbes das
histonas.*

Também encontramos menor expressao de CCR5 apds seis meses de
tratamento, independentemente do braco de tratamento. Baragetti et al (2017)*
avaliaram células T CD4 + CCR5 + em pacientes com LUpus Eritematoso
Sistémico (LES) em comparacdo com controles e encontraram niveis mais
elevados de células T CD4 + CCR5 + em pacientes com LES que
desenvolveram aterosclerose carotidea em comparagdo com aqueles que nao
apresentavam carétida aterosclerose e aos controles, sugerindo que essas
células podem ser Uteis para prever a progressao da doenca vascular.

Czepluch et al. (2014)* investigaram a expressdo do CCR5 em
monacitos circulantes em pacientes com doenga arterial coronariana (DAC).
Houve menor nimero de monécitos CCR5 + circulantes em pacientes com
DAC, provavelmente devido ao maior recrutamento dessas células para a placa
aterosclerotica.

Dinh et al. (2015)** avaliaram o impacto do polimorfismo CCR5-A32, que
torna o CCR5 né&o funcional, nas doencas cardiovasculares. Os autores néo
encontraram associacao entre CCR5eA32 e quantificagdo de mondcitos, bem
como os niveis de Proteina C Reativa (PCR), mas houve aumento do risco de
cardiopatia isquémica relacionado ao polimorfismo CCR5-A32, destacando a

importancia do CCR5 como marcador de risco cardiovascular.
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A expressdo de CCR5 em mondcitos classicos (inflamatérios) é baixa
guando comparada a expressao por outros subtipos de mondcitos. A reducéo
da expressdo do CCR5 no estudo atual, aliada ao aumento do CCR2, pode
reforcar a ideia de uma persisténcia do estado inflamatério apés o IAM por
meses, conhecida como imunidade treinada.***’

No presente estudo, ndo encontramos diferencas para CX3CR1 apos
seis meses de tratamento. Shao et al (2020)*® avaliaram a expressdo de
CX3CR1 na superficie de macréfagos tipo M2 (células relacionadas a
cicatrizagdo e remodelagdo cardiaca apos infarto do miocardio). Os autores
mostraram um aumento nos macréfagos CX3CR1 + CD163 + M2, sugerindo
um papel potencial no diagndstico precoce do IAM.

Zhang et al. (2015)* avaliaram possiveis variagdes genéticas em
CX3CL1 / CX3CR1 e seu impacto na doenca aterosclerdtica. Os autores
encontraram expressdo aumentada de CX3CL1 e CX3CRL1 associada a placa
aterosclerotica em artérias coronarias humanas. Além disso, variacoes
genéticas em CX3CL1 / CX3CR1 (CX3CL1 rs170364 e CX3CR1 rs17793056)
foram associadas ao desenvolvimento de CAD entre individuos chineses Han.

Os estudos que mostram a importancia do CX3CR1 na fase aguda do
infarto do miocardio vdo ao encontro do presente estudo, pois avaliamos
apenas o0 efeito cronico dos receptores de quimiocinas, € nao encontramos

diferenca na expressédo do CX3CR1 apos seis meses de tratamento.
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7. CONCLUSOES

A maior expressdo de CCR2 encontrada ap0s seis meses de tratamento,
bem como a reducédo dos niveis de CCR5, independentemente do braco de
tratamento, sugerem uma persisténcia do fendtipo inflamatério, conhecido
como imunidade treinada, mesmo com as terapias hipolipemiantes e

antiplaguetarias altamente eficazes.
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