(o

Instituto Politécnico
de Castelo Branco

Escola Superior
de Satde
Dr. Lopes Dias

O impacto da terapéutica de ressincronizacao
cardiaca nas células produtoras de IL-17 circulantes

em doentes com insuficiéncia cardiaca avancada

Efeito anti-inflamatdrio da terapéutica de ressincronizacao cardiaca

Silvia Raquel Monteiro Martins

Orientadores
Artur Augusto Paiva
Natalia Sofia Claudia Ant6nio

Candida Ascensdo Teixeira Tomaz

Trabalho de natureza profissional no ambito da area das Tecnologias de Diagnoéstico e Terapéutica,
apresentado ao Instituto Politécnico de Castelo Branco para cumprimento dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de especialista, realizada sob a orientacgao cientifica dos Professores Doutores Artur
Paiva, Natalia Anténio e Candida Tomaz.

Fevereiro de 2019



11



Nota Prévia

O trabalho apresentado corresponde-se a uma publicacdo cientifica,
desenvolvida no ambito do meu projeto e tese de Doutoramento em Bioquimica:
“Processo inflamatorio na insuficiéncia cardiaca crénica: o impacto da terapéutica de
ressincronizacdo cardiaca” a ser desenvolvido na Universidade da Beira Interior em
parceria com o Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.

Foi publicado no passado dia 27 de novembro de 2018 no journal of
Interventional Cardiac Electrophysiology - Springer (doi: 10.1007/s10840-018-0491-
3) incluindo a seguinte ordem de autores e afiliacoes:

0 impacto da terapéutica de ressincroniza¢ao cardiaca nas células produtoras
de IL-17 circulantes em doentes com insuficiéncia cardiaca avancada

Subtitulo: Efeito anti inflamatdério da terapéutica de ressincronizagdo cardiaca

Silvia Martins!2, Tiago Carvalheiro3, Paula Laranjeira?4, Anténio Martinho3, Luis
Elvas>¢, Lino Gongalves>¢, Candida Tomaz®7, Natalia Anténio>6, Artur Paiva2+8

1 CICS-UBI - Centro de Investigacdo em Ciéncias da Sadde, Universidade da Beira
Interior, Covilha, Portugal

2 Instituto de Investigacao Clinica e Biomédica de Coimbra (iCBR) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal

3 Centro do Sangue e da Transplantacdo de Coimbra, Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantacao, Coimbra, Portugal

4 Unidade de Citometria de Fluxo, Servico de Patologia Clinica, Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, Coimbra, Portugal

5 Servico de Cardiologia, Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, Coimbra,
Portugal

6 Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra

7 Departamento de Quimica, Universidade da Beira Interior, Covilh3, Portugal

8 Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra, Instituto Politécnico de
Coimbra, Coimbra, Portugal

Agradecimentos

Agradecemos o suporte financeiro do projeto PEst-OE/SAU/UI0709/2014.

I



IV



Resumo

OBJETIVO: As células produtoras de IL-17 circulantes tém sido implicadas no
ambiente inflamatério da insuficiéncia cardiaca crénica (ICC) e associadas a um mau
prognostico da doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da terapéutica
de ressincronizacdo cardiaca (TRC) na frequéncia e atividade funcional das células
Th17 e Tc17, assim como a expressao de mRNA de IL-17 em doentes com ICC.
METODOS: Foram incluidos neste estudo 28 doentes com ICC, avaliados antes da TRC
(TO) e 6 meses ap6s (T6), e 15 controlos saudaveis. As células Th17 e Tc17 do sangue
periférico foram analisadas por citometria de fluxo e a quantificagdo do mRNA de IL-
17 por PCR em tempo-real.
RESULTADOS: As células Tcl17 tendem a estar mais elevadas nos doentes com ICC
submetidos a TRC que nos controlos (0.92% (0.24-3.32) versus 0.60% (0.09-3.68),
sem atingir significado estatistico. Depois da TRC, a frequéncia de células Tcl7
diminui significativamente, chegando a niveis semelhantes aos encontrados no grupo
controlo (HG) (0.92% (0.24-3.32) ao TO versus 0.56% (0.21-4.20) ao T6, p<0.05),
devido, maioritariamente, aos doentes que responderam a TRC. Além disto, a
expressdao do mRNA de IL-17 foi apenas detetada num pequeno numero de doentes
respondedores ao TO (27%) e apenas detetado num doente respondedor ao T6 (7%).
Inversamente, nos doentes nado-respondedores, a expressio de mRNA de IL-17
aumenta da avaliac¢do inicial (17%) para T6 (42%).

Relativamente as células Th17 nao foram encontradas diferencas significativas
entre o HG e os doentes com ICC ao TO e ao Té6.
CONCLUSAO: A resposta inflamatéria mediada pelas células produtoras de IL-17 do
SP parece ser suprimida pela TRC, particularmente nos doentes respondedores.

Palavras chave

Insuficiéncia cardiaca crdnica; Terapéutica de ressincronizacao cardiaca; Células
Th17; Células Tc17; Citocinas
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Abstract

PURPOSE: IL-17-producing T cells have been implicated in the inflammatory milieu
of chronic heart failure (CHF), which implies a dismal prognosis in affected patients.
The aim of this study was to evaluate the impact of cardiac resynchronization therapy
(CRT) on the frequency and functional activity of Th17 and Tc17 cells, as well as, on
IL-17 mRNA expression in patients with CHF.
METHODS: 28 patients with CHF, analysed before CRT (T0) and 6 months later (T6),
and 15 healthy controls (HG) were enrolled in this study. Circulating Th17 and Tc17
cells were evaluated by flow cytometry. The quantification of IL-17A mRNA
expression was performed by real-time PCR.
RESULTS: Circulating Tc17 cells tended to be higher in CHF patients submitted to
CRT than in HG (0.92% (0.24-3.32) versus 0.60% (0.09-3.68), although not reaching
statistical significance. The frequency of Tcl7 cells in CHF patients significantly
decreases after CRT reaching levels similar to those of HG (0.92% (0.24-3.32) at TO
versus 0.56% (0.21-4.20) at T6, p<0.05), mainly due to responders to CRT.
Additionally, the expression of IL-17 mRNA was detected in a few number of
responder patients at TO (27%) and only detected in one responder at T6 (7%).
Conversely, in non-responders, the proportion of patients exhibiting IL-17 mRNA
expression increases from baseline (17%) to T6 (42%).

No significant differences were observed in Th17 cells between HG, CHF patients
in TO and patients in Té6.
CONCLUSION: The inflammatory response mediated by circulating IL-17 producing
cells seems to be suppressed by CRT, particularly in responders.

Keywords

Chronic heart failure; Cardiac resynchronization therapy; Th17 cell; Tc17 cell;
Cytokines
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1 Introducéo

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome fisiopatolégica clinica complexa
com um grande impacto na sociedade moderna devido a sua alta taxa de mortalidade
e morbilidade.[1, 2] As carateristicas histoldgicas da IC incluem a perda de células do
miocardio e a restruturagdo da matriz extracelular. A fibrose do miocardio pode ser
provocada por varios fatores humorais tais como citocinas, fatores de crescimento e
hormonas, sugerindo que a resposta imunolégica e inflamatéria desempenha um
papel importante no desenvolvimento e progressao da IC.[3-7] As citocinas pro-
inflamatdrias podem ter um impacto adverso na funcdo ventricular esquerda devido
ao efeito inotrdépico negativo e a inducdo da remodelagao ventricular.[8]

As células mononucleares do sangue periférico (SP), tais como as células T e os
mondcitos, tém sido sugeridas como uma fonte importante na produg¢do extensa e
sistémica de citocinas.[7, 9] Tal como as células T helper (Th) 1, as células Th17 foram
recentemente implicadas na origem de doencas inflamatdrias crénicas e autoimunes,
incluindo artrite reumatoide, esclerose multipla, psoriase, e doenga inflamatéria
intestinal.[10] Além disso, as células Th17 parecem possuir habilidades mais potentes
na inducdo de doencas inflamatoérias, comparando com as células Thl, estando
descrito que a interleucina (IL) 17 tem uma participagdo importante na coordenagao
do processo inflamatério tecidular e no desencadeamento da acao de varios
mediadores proé inflamatorios, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF)-q, IL-1, IL-
6, IL-8 e matriz de metaloproteinases.[10, 11]

Atualmente ja foi aceite o efeito patogénico do desequilibrio Th1/Th2 no
desenvolvimento da ICC, no entanto, a funcao das células Th17 e outras células
produtoras de IL-17 permanece incerto e os resultados reportados tém sido
contraditorios.[12-14] Foi descrito um desequilibrio Th17/Tregulador (Treg) na ICC,
caracterizado por aumento da frequéncia de células Th17 e diminui¢do da frequéncia
de células Treg, sugerindo o envolvimento dessas células na patogénese da
doenca.[13] Pelo contrario, outro estudo ndao mostrou diferencas nas células Th17
circulantes entre doentes com ICC e individuos saudaveis.[15]

Semelhante as células Th17, uma nova subpopulacdo de células T CD8+
produtoras de IL-17 (Tcl7) demonstrou estar aumentada em varias doengas
créonicas, como urticadria espontanea, artrite reumatoide e lupus eritematoso
sistémico.[16-18] No sangue periférico humano, as células Tc17 sdo co-reguladas com
células Th17 durante a sua diferenciacdo [19, 20] e parece existir uma funcado
cooperativa ou sinérgica entre células Th17 e Tcl7 na imunidade mediada pelas
células T.[19] Estas observagdes suportam a hipotese da participacdo das células
Tc17 no ambiente inflamatério da ICC; no entanto, a funcdo destas células na ICC
ainda é desconhecida.

A terapéutica de ressincronizagdo cardiaca (TRC) é um tratamento altamente
reconhecido e altamente eficaz em doentes com ICC avangada, baseado em
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dispositivos com o objetivo de restaurar a sincronia mecanica.[21, 22] Contudo, pelo
menos 30% dos doentes submetidos a TRC ndo respondem a esta terapia.[23-25]
Mais, alguns estudos mostraram uma reducdo nos mediadores inflamatérios em
doentes com IC tratados com a TRC [26-28] e, em pequenos e médios estudos, essas
observagdes foram encontradas principalmente em doentes que responderam ao
tratamento.[29-31] Porém, o impacto da TRC nas células Th17 e Tcl7 em doentes
com ICC ainda é desconhecido. Desta forma, o nosso objetivo foi estudar o impacto da
TRC nas células T produtoras de IL-17, avaliando a frequéncia e a atividade funcional
das células Th1l7 e Tcl7 em doentes com ICC submetidos a TRC, bem como a
expressao de RNAm da IL-17 em leucécitos circulantes.
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2 Métodos

2.1 Populacao de doentes

Foram, prospectivamente, incluidos neste estudo vinte e oito doentes com
insuficiéncia cardiaca avangada, marcados para TRC, entre 2010 e 2013; a média de
idade foi de 60,3 + 10,5 anos, 18 doentes eram do sexo masculino e 10 do sexo
feminino (Tabela 1). Os doentes foram assistidos e acompanhados no Servico de
Cardiologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.

No momento da inclusdo, todos os doentes estavam sob terapia farmacologica
O0tima e estavel para ICC, que inclui um inibidor da enzima conversora da
angiotensina ou bloqueador do recetor da angiotensina, 3-bloqueador e antagonista
da aldosterona, a menos que seja contra indicado ou nao tolerado. Os critérios de
inclusdo foram: classe III ou IV de acordo com a NYHA (New York Heart Association);
disfuncao do ventriculo esquerdo (VE) com fracdo de ejeciao do VE (LVEF) <35%; QRS
>120 ms com bloqueio do ramo esquerdo; e ritmo sinusal normal.[24, 25, 32, 33] Os
critérios de exclusdo incluiram condigdes que pudessem influenciar a resposta
inflamatdéria: manifestacdo clinica ou bioquimica da presenca de doenca inflamatoéria
concomitante; doentes sob medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides
regularmente ou sob anticoagulantes; infe¢Ges ativas; doencas autoimunes ou
malignas conhecidas; doenga valvular grave ou cardiopatia congénita; choque
cardiogénico; terapéutica inotropica intravenosa continua ou intermitente; gravidez;
trombose venosa profunda ou embolia pulmonar; doenca arterial periférica oclusiva
grave; hipertensao arterial grave e ndo controlada (pressao arterial sistélica >180
mmHg ou diastélica >110 mmHg); co-morbidades associadas a uma expectativa de
vida menor que 1 ano; trauma recente ou cirurgia (<1 més); hemorragia importante
recente (<6 meses) requerendo transfusao sanguinea; insuficiéncia renal (creatinina
>2,0 mg/dl); anemia (hemoglobina <8,5 g/dl) ou trombocitopenia (<100000/1);
fibrilagdo atrial; cirurgia de revascularizagdo coronaria prévia; sindrome coronario
agudo ou intervencdo corondria percutanea em 3 meses; sistema TRC previamente
implantado; consumo excessivo de alcool ou abuso de drogas ilicitas.

A elegibilidade do candidato foi garantida através da realizacdo de uma avaliagdo
inicial dos doentes com insuficiéncia cardiaca, programados para TRC, antes da
implantacdo do dispositivo (TO0).

Seis meses apds a TRC (T6), os doentes foram reavaliados para as mesmas

variaveis.
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2.1.1 Avaliacao Ecocardiografica

Cada doente foi submetido a avaliagdo ecocardiografica em TO e T6. A
ecocardiografia padrao foi realizada com transdutor harmoénico de tecido Vivid 7 (GE
Healthcare, Oslo, Noruega) e 1,7/3,4-MHz. Loops e trés ciclos cardiacos foram
armazenados digitalmente e analisados offline usando um pacote de software
personalizado (EchoPAC, GE Healthcare). O volume diastélico final do VE (LVEDV), o
volume sistolico final do VE (LVESV) e a LVEF foram avaliados pela equagdo de
Simpson biplano em vistas apicais de quatro-camaras e duas-camaras.

2.1.2 Definicao da resposta a TRC

Classificamos como respondedores a TRC os doentes permaneceram vivos e que
mostraram uma reducao de pelo menos 15% no LVESV no seguimento de 6 meses
(T6) em comparacao com a linha de base (T0).[34-37]

2.2 Grupo Controlo

0 grupo controlo foi composto por 15 individuos saudaveis pareados por sexo e
idade (idade: 54 * 12 anos; sexo: 7 mulheres e 8 homens). Os critérios de inclusao
envolvidos: perfil lipidico normal; massa corporal normal; e avaliacdo cardiaca
normal. Os critérios de exclusiao foram: histéria familiar de cardiopatia e/ou
miocardiopatia; infegdes ativas ou processo inflamatério; consumo de qualquer droga
e/ou alcool; e incapacidade de compreender o consentimento informado.

2.3 Amostras de sangue

Na admissdo, imediatamente antes do implante do dispositivo, foram colhidas
amostras de sangue periférico aos doentes (em jejum) para analises bioquimicas
(incluindo glicémia, creatinina, peptideo natriurético tipo B (BNP), proteina C reativa
de alta sensibilidade (hsCRP)) e parametros hematoldgicos. Foi também colhido
sangue periférico a cada individuo em tubos de heparina e Paxgene, ao TO e T6, para
analisar os parametros inflamatérios e expressdao de RNAm de IL-17.
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2.3.1 Estudos imunofenotipicos das subpopulacées Th17 e Tc17 através de

citometria de fluxo multiparamétrica

A estimulacdao in vitro de células T do SP foi realizada como descrito por
outros.[18]

Resumidamente, a partir do tubo de heparina, foram diluidos 500 pL de cada
amostra de SP 1:1 (vol/vol), em meio RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, Paisley,
Escocia, Reino Unido), suplementado com L-glutamina 2 mM. As células T foram
estimuladas com 50 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Sigma, Saint
Louis, MO, EUA) e 1 pg/mL de ionomicina (Sigma); apés a adicao de 10 ug/mL de
Brefeldin A (Sigma). As amostras foram incubadas durante 4 horas a 372C, numa
incubadora humidificada com 5% de concentracdao de CO2. De cada amostra de SP
estimulada foram feitas aliquotas em trés tubos diferentes (200 mL/tubo) e
incubadas com os seguintes anticorpos monoclonais: proteinas anti-CD3 peridinina-
clorofila-cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5) (clone SK7; Becton Dickinson Biosciences (BD)),
San Jose, CA, EUA) e aloficocianina anti-CD8 (APC) (clone B9.11; Beckman Coulter -
Immunotech, Marselha, Franca). Em seguida, seguiu-se um protocolo de
permeabilizacdo celular, com IntraPrep Permeabilization Reagent (Beckman Coulter,
Brea, CA, EUA) e um protocolo de marcacdo intracitoplasmatica, de acordo com as
instrucdes do fabricante, com o objetivo de analisar a expressao intracelular de IL-17
conjugada com a ficoeritrina (PE) (clone 41802; R & amp; D Systems, McKinley Place,
MN, EUA). As aliquotas de células foram também marcadas separadamente com IL-2
(clone MQ1-17H12; BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), TNF-a (clone MAb11; BD
Pharmingen) e interferon (IFN) -y (clone 4S.B3 BD Pharmingen), todos conjugados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Finalmente, as células foram ressuspensas
em 0,5 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) (Gibco BRL, Life
Technologies, Viena, Austria) e depois adquiridas num citometro de fluxo.

2.3.2 Aquisicao e analise de resultados por citometria de fluxo

A aquisicdo de dados foi realizada num citometro de fluxo FACSCalibur (BD)
equipado com um laser de ides de argon e um laser de diodo vermelho.

Entre as células CD3 positivas, as células T positivas para CD4 foram identificadas
pela auséncia de CD8; e as células T positivas para CD8 foram identificadas pela co-
expressao de CD3 e CD8. A producao de citocinas (IL-2, TNF-a e IFN-y) foi avaliada
em células positivas para IL-17, em células T CD4 + e CD8 +, em gate eletronico CD3+
com pelo menos 20.000 eventos, apés uma primeira etapa de aquisicdo no total de
20.000 eventos.

Os resultados ilustram a percentagem de células positivas dentro de cada
subconjunto de células ou/e a sua intensidade de fluorescéncia média (MFI).
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Os dados foram analisados usando o software Infinicyt ™, V.1.5 (Cytognos SL,
Salamanca, Espanha).

2.3.3 Analise da expressao genética

A andlise da expressdo de mRNA de IL-17A em sangue total foi realizada a partir
de uma amostra de SP colhida num tubo PAXgene Blood RNA (PreAnalytiX GmbH,
Suica) com purificagdo automatica de RNA em QIAcube (Qiagen, Hilden, Alemanha).
Um micrograma de RNA foi transcrito reversamente com o iScript TM Supermix de
Transcrigdo Reversa para RTqPCR (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante. A quantificacdo relativa da expressdo génica por PCR em
tempo real foi realizada usando um termociclador (LightCycler 480 II; Roche, Basel,
Suica). A normaliza¢do para a quantificagdo da expressdo génica foi realizada com um
kit humano GeNorm Housekeeping Gene Selection (Primer Design, Southampton, Reino
Unido) e software geNorm (Center for Medical Genetics, Ghent University Hospital,
Ghent, Bélgica) de forma a selecionar os genes housekeeping ideais para este
estudo.[38]

2.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney U para variaveis independentes. O teste Wilcoxon signed-rank foi
usado para comparar TO vs T6. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdao ou mediana. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os
programas estatisticos Statistical Package for the Social Sciences IBM SPSS 20 (IBM,
Armonk, NY, EUA) e Graphpad Prism versdo 5 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o
valor de p foi <0,05.
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3 Resultados

3.1 Evolucao clinica

As caracteristicas da populacdo estudada na avaliacdo basal estdo descritas na
Tabela 1. Antes da TRC, 14,3% dos doentes (n=4) estavam na classe funcional IV
segundo a NYHA e 85,7% (n=24) na classe III. No seguimento de 6 meses, a propor¢ao
de respondedores a TRC, segundo a definicdo ecocardiografica, foi de 55,6%.

Tabela | - Carateristicas dos doentes com IC envolvidos no estudo

Populagao Global

Média * Desvio

Respondedores

Média + Desvio

Nao-respondedores

Média * Desvio

Padrdo Padrdo Padrdo Valorp

(n=28) (n=15) (n=13)
Avaliacao de base (T0)
Idade (anos) 61.3+10.5 65.2+9.6 56.8+9.8 0.011
Género (Masculino/Feminino) 18 /10 9/6 9/4 0.989
Etiologia (Ndo-Isquémico/Isquémico) 22/6 12 /3 10/ 3 0.308
NYHA (I1I/1V) 24 /4 14/1 10 /3 0.426
LVEF (%) 25.6+7.0 249+6.4 255+7.6 0.274
LVESV (mL) 183.6 £ 95.8 178.4 + 62.1 2153 +124.6 0.465
LVEDV (mL) 235.5+94.0 230.5 + 64.0 264.1+121.7 0.419
QRS 144.5 £ 31.0 138.8+14.6 148.3 £ 38.6 0.447
hsCRP (mg/L) 58+6.2 4.7 +43 7.0+8.8 0.408
BNP (pg/mL) 262.9+188.2 207.3+126.1 324.2 +230.5 0.160
Colesterol (mg/dL) 184.6 + 58.9 191.1 + 60.0 171.1+45.3 0.338
Triglicéridos (mg/dL) 134.5 +55.8 118.7 +51.0 143.1+61.6 0.230
Acido Urico (mg/dL) 6.2+1.7 57+1.6 6.7+1.9 0.149
Depois da TRC (T6)
hsCRP (mg/L) 40+4.6 2.7+1.8 59+6.7 0.118
BNP (pg/mL) 189.9 + 295.0 80.3+118.3 336.0 +395.3 0.033

NYHA: New York Heart Association; LVEF: Fracao de ejecao do ventriculo esquerdo; LVESV:
Volume Sistélico Final do Ventriculo Esquerdo; LVEDV: Volume Diastélico Final do Ventriculo

Esquerdo; hsCRP: Proteina C-Reativa de Alta Sensibilidade; BNP: Peptideo Natriurético tipo-B.
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Como demonstrado na Tabela 1, relativamente as carateristicas na avaliacdo basal,
ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre respondedores e nao
respondedores a TRC. Apesar da dura¢do do QRS mais longa e dos niveis aumentados
da hsCRP e BNP nos doentes ndo-respondedores, essas diferencas ndo foram
estatisticamente significativas na avaliagdo basal, quando comparados com os
respondedores. Apds a TRC, os respondedores mostraram niveis de BNP
significativamente menores em comparagdo com os nao-respondedores. Durante os 6
meses de follow-up, um doente morreu (devido a IC) e nenhum foi transplantado.

3.2 Frequéncia das células Th17 e Tc17 do sangue periférico nos

doentes com insuficiéncia cardiaca

Como mostrado na Tabela 2, considerando todos os doentes com IC (HFP) em
conjunto, a frequéncia de células Tc17 no inicio do estudo (HFP-TO) encontra-se
tendencialmente aumentada em comparagdo com o grupo saudavel (HG). A
percentagem de células Tc17 também foi significativamente maior no HFP-TO em
comparacao aos 6 meses ap6s a TRC. Notavelmente, ao T6, a frequéncia do Tcl7
diminuiu para os mesmos niveis observados no HG. No mesmo seguimento, um
pequeno aumento na quantidade de IL-17 produzida no nivel de célula unica (MFI)
nessas células foi observado em doentes com IC, tanto em TO quanto em T6,
comparado com o grupo controlo. Nao foram observadas diferencas significativas nas
células Th17 entre os trés grupos estudados. A diminuicdo na frequéncia de células
Tc17 desde o inicio até T6 é ainda mais significativa nos respondedores a TRC. Em
relacdo a comparagdo entre respondedores e ndo respondedores a TRC, ndo
encontramos diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de células Tc17
ou Th17, quer na avaliagdo basal quer nos 6 meses de follow-up.
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Tabela Il - Frequéncia de células Th17 entre células T CD4+ e de Tc17 entre células T CD8+, e
quantidade de IL-17 per célula (MFI) nos diferentes grupos, apds estimulacao in vitro com PMA e

lonomicina

IL-17 MFI IL-17 MFI
%Th17 % Tcl17
nas células Th17 nas células Tc17
1.83 79.06 0.60 57.45
HG (n=15)
(0.28-3.70) (44.72-364.33) (0.09-3.68) (16.18-167.56)
Valores de p HG vs HFP-TO0 0.339 0.126 0.268 0.007
1.66 111.53 0.92 87.20
HFP - TO (n=28)
(0.52-6.22) (55.32-245.52) (0.24-3.32) (31.02-210.71)
Valores de p HFP-TO vs. HFP-
6 0.716 0.509 0.026 0412
1.80 92.70 0.56 88.75
HFP - T6 (n=28)
(0.10-6.49) (38.99-476.49) (0.21-4.20) (24.26-416.66)
Valores de p HG vs HFP-T6 0.665 0.593 0.959 0.050
Respondedores (n=15)
Valores de p HG vs HFP-TO 0.709 0.178 0.384 0.004
1.39 100.61 0.91 117.82
HFP - TO
(0.52-6.15) (55.32-229.20) (0.24-3.32) (31.02-210.71)
Valores de p HFP-TO vs. HFP-
6 0.865 0.532 0.020 0.334
1.67 80.46 0.37 83.35
HFP - T6
(0.26-4.26) (51.11-236.35) (0.21-2.10) (24.26-194.03)
Valores de p HG vs HFP-T6 0.836 0.852 0.604 0.120
Nao-respondedores (n=13)
Valores de p HG vs HFP-TO 0.189 0.205 0.300 0.102
2.02 122.45 1.08 71.80
HFP - TO
(0.63-6.22) (58.93-245.52) (0.28-2.18) (32.23-179.08)
Valores de p HFP-TO vs. HFP-
6 0.727 0.650 0.382 0.807
1.92 117.80 0.64 88.94
HFP - T6
(0.10-6.49) (38.99-476.49) (0.30-4.20) (43.35-416.66)
Valores de p HG vs HFP-T6 0.580 0.447 0.628 0.069

Resultados expressos em mediana (minimo-maximo). Diferencas estatisticamente significantes
foram consideradas quando p <0,05. O teste de Mann-Whitney U foi usado para comparar HFP-TO
vs HG e HFP-T6 vs HG. O teste de Wilcoxon signed-rank foi usado para comparar HFP-TO vs HFP-
T6. HG: grupo controlo saudavel; HFP-TO: Doentes com insuficiéncia cardiaca na avaliacao
inicial; HFP-T6: Doentes com insuficiéncia cardiaca 6 meses apds o implante da terapia de
ressincronizacao cardiaca (TRC).
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3.3 Caraterizacao funcional das células Th17 e Tc17 do sangue

periférico em doentes com insuficiéncia cardiaca

Considerando todos os doentes com IC em conjunto, ndo foram encontradas
diferencas na frequéncia de células Th17 e Tc17 produtoras de IL-2, TNF-a ou IFN-y,
nem entre HG e HFP, nem na comparacdo entre TO e T6. No entanto, os
respondedores a TRC apresentaram no inicio do estudo uma percentagem aumentada
de células Tc que co-expressam IFN-y+ e IL-17+ em comparagdo com o0s ndo
respondedores (p =0,045) (Figura 1).

100+ 1 HG 100+ _ O He
Em HFP-TO @8 HFP-TO
~ gl %I 3 HFP-T6 [— 3 HFP-T6
= k7]
= -
2 604 2 &0 I
g s
> =
2 401 2 40
[ @
= 3
: %; ; :
T 204 &= 204 L
o 0
IL-2 TNF-o IFN-y IL-2 TNF - IFN-y
100 4 100+
O He O He
. B HFP-TO - BEm HFP-TO
T 8 = HFP-T6 Sl P O HFPTS
= =
5 o S 5o-
X ®
= =
2 404 2 404
@
3 3
o o
@ o
o 204 %aé ié 2 20-
L — —_ L —_ L | IS N E— — | NS [y I—
R NR R NR R NR R AR R NR R MR
IL-2 TNF-w IFN-y IL-2 TNF-c IFN-y

Figura 1 - Frequéncia de células Th17 e Tc17 produtoras de IL-2, TNF-a e IFN-y intracelulares.
A percentagem de células Th17 e Tc17 produtoras de citocinas foi avaliada em individuos
saudaveis (HG, n=15) e doentes com insuficiéncia cardiaca (HFP, n=28) distribuidos da seguinte
forma: (A) doentes totais na avaliacao inicial (HFP-T0) e 6 meses apds o implante da terapéutica
de ressincronizacdo cardiaca (HFP-T6); e (B) de acordo com a resposta a terapia de
ressincronizacao cardiaca: pacientes respondedores (R) e nao respondedores (NR). *** Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p <0,05. O teste Mann-Whitney U foi
usado para comparar HFP-TO vs HG e HFP-T6 vs HG. O teste de Wilcoxon signed-rank foi usado
para comparar HFP-TO vs HFP-T6.
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3.4 Expressao de mRNA de IL-17 em células do sangue periférico

em doentes com insuficiéncia cardiaca

0 mRNA de IL-17 foi detetado numa pequena proporc¢ao de doentes (22%, 6 em 27) e
quase indetetavel no HG (7%, 1 em 15) (Figura 2A).

% of cases
expressing IL-17  Median (minimum-maximum *

mRNA (n)
HG 7% (1/15) 1.74 ()
HFP-TD 22% (6/27) 0.65(0.28-0.75)
HFP-T6 22% (6/27) 1.99(0.32-5.35)

According to response to cardiac resynchronization therapy

HFP-TO 27% (4/15) 0.65(0.28-0.75)
HFP-To 7% (1/15) 0.77 (-)
HFP-TO 17% (2/12) 0.61 (0.51-0.71)F**
HFP-T6 42% (5/12) 218 (0.32-5.35)
B
Responders Not Responders
6- 61 ek
8
n
8
E 4 4
3
<
2
E 2 %]
~
=II
0 F\:- + 0 —_
HFP-TO HFP-T6 HFP-TO HFP-Té

Figura 2 - A: expressao de mRNA de IL-17 em células de sangue periférico (sangue total) de
individuos saudaveis (HG, n=15) e doentes com insuficiéncia cardiaca (n=27), distribuidos de
acordo com a resposta a terapéutica de ressincronizacdo cardiaca. Os resultados sao expressos
como percentagem (nimero de casos) em que a expressao de mRNA foi detetada por RT-PCR.
*Apenas considerando as amostras nas quais o mRNA de IL-17 foi detetado. *** Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p <0,05. O teste de Mann-Whitney U
foi usado para comparar HFP-TO vs HG e HFP-T6 vs HG. O teste de Wilcoxon signed-rank foi
usado para comparar HFP-TO vs HFP-T6. B: expressao de mRNA de IL-17 em células de sangue
periférico (sangue total) de doentes com insuficiéncia cardiaca distribuidas de acordo com a
resposta a terapéutica de ressincronizacdo cardiaca. *** Diferencas estatisticamente
significativas foram consideradas quando p<0,05. O teste de Wilcoxon signed-rank foi usado para
comparar HFP-TO vs HFP-T6.
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Nos respondedores a TRC, a expressdo de mRNA da IL-17 foi detetada num
pequeno numero de doentes no inicio do estudo (27%, 4 em 15) e somente detetada
num doente 6 meses ap6s a TRC (7%, 1 em 15) (Figura 2A e B). Por outro lado, nos
doentes nao respondedores, a propor¢do de doentes que exibem expressao de RNAm
de IL-17 aumenta desde o inicio (17%, 2 em 12) até T6 (42%, 5 em 12) (Figura 2A e
B). Além disso, este aumento foi associado a uma maior expressao de mRNA de IL-17
em T6 em comparac¢do com a avalia¢do de base (p = 0,043) (Figura 2A).
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4 Discussao

A ICC é caracterizada por um processo inflamatorio cronico. As células T parecem
fazer parte da resposta inflamatéria durante a ICC, independentemente da sua
etiologia.[9] Até a publicacdo deste trabalho, este estudo foi o primeiro a avaliar o
impacto da TRC sobre as células Th17 e Tcl7 do sangue periférico. Aqui,
demonstramos que os respondedores a TRC exibem uma redugdo nas células Tc17
atingindo niveis semelhantes aos controlos saudaveis.

As células T estdo envolvidas na patogénese da doenga cardiaca, tanto pela
citotoxicidade direta quanto pela potenciacdo das fung¢des inflamatoérias de outras
células.[39] As células Th17 e/ou a IL-17 parecem estar envolvidas na manutencao da
inflamacao cronica na ICC,[13, 40-44] embora nao existam estudos descrevendo a
funcao das células Tc17 nas cardiopatias. Com base em estudos recentes feitos pelo
nosso grupo, descrevendo o envolvimento das células Tcl7 noutras doencas
inflamatdrias, consideramos relevante estudar o comportamento das células Th17 e
Tc17 em doentes com IC avan¢ada submetidos a TRC. [16-18]

Multiplas evidéncias sugerem que a IL-17 exerce func¢des cruciais na patologia
cardiaca.[40, 42, 43] A IL-17 consegue estimular células epiteliais, células endoteliais,
fibroblastos e outras células a libertar citocinas massivas, como o fator estimulador
de coldnias de granuldcitos (G-CSF), IL-6 e metaloproteinase da matriz[40, 41] e
consequentemente, inibir a reconstrucao do corac¢do devido a formacao de fibrose no
miocardio através de dissolucao, quebra e reducao da sintese de colagénio
intercelular. Estudos feitos em modelos animais, levantaram a hipotese de que a IL-17
pode causar danos no cora¢do através de varios mecanismos: através de efeitos
toxicos diretos nas células do miocardio; reducao nos niveis de calcio intracelular no
miocardio; e aumento da atividade de citocinas proé-inflamatérias tais como IL-6 e IL-
1B. Estes mecanismos podem originar hipertrofia cardiaca, aumento da necrose
celular, apoptose acelerada do miocardio e remodelacao da matriz extracelular e, por
fim, acelerar a progressao da insuficiéncia cardiaca.[41]

A TRC pode reduzir tanto a morbidade quanto a mortalidade num subgrupo de
doentes com IC, no entanto, o modo pelo qual a TRC afeta o sistema imunoldgico
ainda ndo é bem conhecido. Um estudo realizado num pequeno nimero de doentes
com IC relata uma diminui¢do de marcadores inflamatoérios, como IL-8, IL-6, proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e peptideo natriurético tipo B (BNP), 6 meses
ap6s a TRC.[45] No nosso trabalho, os niveis de células Th17 nos doentes com IC
foram semelhantes aos niveis do grupo controlo. Esta evidéncia esta de acordo com
outro estudo que descreve resultados comparaveis nas frequéncias de células Th17
circulantes, em niveis séricos de IL-17 e na expressdao de ROR (RAR-related orphan
receptor gamma)-yt entre doentes com ICC e individuos saudaveis.[15] Todavia,
considerando as células Tc17, observamos uma tendéncia para uma frequéncia
aumentada entre os doentes com IC, em comparag¢do com controlos saudaveis,
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acompanhada por uma maior quantidade de IL-17 produzida per célula (MFI) nos
doentes. Quando avaliamos os mesmos doentes com IC 6 meses apdés a TRC,
encontramos uma diminuicdo significativa na frequéncia das células Tcl7.
Notavelmente, esta diminui¢do deve-se principalmente ao grupo respondedor, que
mostrou uma diminuicdo significativa na frequéncia de células Tc17 do inicio (TO)
para Té.

Estas observacdes parecem estar de acordo com o pequeno nimero de doentes
respondedores nos quais foi detetada a expressio de mRNA de IL-17 e a
manuten¢do/ diminuigao dos niveis de mRNA observados ap6s a TRC. Pelo contrario,
encontramos um maior ndmero de casos com detecdo de mRNA de IL-17, bem como
um aumento da expressdo de mRNA de IL-17 entre T6 e TO, nos doentes nao
respondedores.

A diminuicdo das células T produtoras de IL-17 nos doentes com IC apds o
implante da TRC esta possivelmente relacionada a redugdo do processo inflamatorio
inerente a ICC e, provavelmente, a melhora da funcido cardiaca. A definicdo de
resposta a TRC baseada na remodelacdo reversa do VE tem sido utilizada nos
principais ensaios clinicos sobre TRC. No entanto, o objetivo final da TRC é prolongar
a sobrevida e/ou aliviar os sintomas da insuficiéncia cardiaca e uma resposta de
remodelacdo reversa positiva a TRC ndo é necessariamente paralela a um desfecho
favoravel ou a um beneficio sintomatico.[46] Portanto, podemos especular que o
efeito anti-inflamatério da TRC poderia ser considerado um marcador complementar
util a incluir numa composta definicao de resposta a TRC.

Do ponto de vista funcional, as células Th17 sdo amplamente definidas pela
producao de IL-17A e IL-17F, as quais tém a capacidade de recrutar neutrofilos,
possuindo uma func¢do proé-inflamatoéria.[47] As células Th1l7 também podem
produzir varias outras citocinas inflamatérias, como IL-21, IL-22, IL-6, TNF-a e IFN-
v.[48] Na insuficiéncia cardiaca, o elevado stress da parede diastolica-final do
ventriculo esquerdo provoca expressado de citocinas pelo miocardio, que influenciam
direta ou indiretamente o desempenho e a fung¢do contratil do ventriculo esquerdo e a
remodelagdo. As citocinas pro6-inflamatérias, nomeadamente TNF-a, IL-1 e IL-6,
levam a ativacdo de mondcitos, enquanto a IL-2 leva a ativacao das células T. Em
conjunto, promovem a adesdo dos mondcitos as células endoteliais, com subsequente
producdo de citocinas e formacdo de radicais livres, exponenciando a inflamacao,
destruicao dos tecidos e remodelacao, e perda de funcao cardiovascular.[49] Na
tentativa de avaliar o impacto da TRC sobre as respostas inflamatérias funcionais das
células Th17 e Tcl7 nos doentes com ICC, analisamos a frequéncia destas células
produzindo nado apenas IL-17, mas também IL-2, TNF-a e IFN-y, ap6s estimulagao in
vitro. Nao encontramos diferencas significativas na expressao de IL-2, TNF-a e IFN-y
pelas células Th17 e Tcl7 entre individuos saudaveis e doentes, em ambos os
momentos de avaliacdo, mas os respondedores apresentaram uma expressdo
significativamente maior de IFN-y pelas células Tc17. As células Tc17 possuem uma
alta plasticidade e podem-se converter em células duplamente produtoras de IL
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17/IFN-y (células Tc17/IFN-y), permitidas através da sinalizagdo de IL12, com
propriedades distintas da linhagem Tc1. Além disso, devido a sua atividade altamente
citotéxica e anti-tumoral, as células Tcl7/IFN-y foram implicadas em varias
condicoes inflamatérias em humanos e modelos animais.[16, 17, 50] No caso de
inflamacao mediada por células T no coragao, o IFN-y tem uma combinacdo complexa
de efeitos pré-inflamatoérios e anti-inflamatorios, incluindo um feedback inibidor da
ativacdo das células T e funcdes efetoras.[39] Uma vez que as células Tcl7
apresentam uma maior plasticidade do fenotipo produtor de citocinas do que as
células Th17, [51] podemos especular que esta maior plasticidade pode traduzir-se
numa fungao patogénica diferente das células Tc17 na ICC e, pode explicar o porqué
de apenas as células Tc17 serem reduzidas pela TRC.

Em suma, o nosso estudo evidencia novas perce¢des acerca do impacto da TRC
sobre o comportamento imunolégico das células Th17 e Tcl7 em doentes com IC
avancada. A resposta inflamatéria mediada por células produtoras de IL-17 parece
ser efetivamente reduzida pela TRC, particularmente por células Tcl7, e esse
beneficio imunolégico pode contribuir para a resposta positiva a TRC.

4.1 Limitacées do estudo

A principal limitacdo do nosso estudo é o pequeno nimero de amostras. No
entanto, como a avaliacdo foi realizada em dois momentos diferentes (antes e depois
da TRC), este estudo tem a for¢a que cada doente serviu como seu préprio controlo.
Outra limitacdo é o curto seguimento. Como a inflamacao nao foi reavaliada apos 6
meses de acompanhamento, ndo sabemos se o possivel efeito anti-inflamatério da
TRC se mantém ao longo do tempo. Finalmente, nao investigdmos se as alteracdes nas
células produtoras de IL-17 estavam associadas com o beneficio clinico apés TRC e
estudos adicionais sao necessarios para avaliar se o alivio do estado inflamatoério se
traduz na melhoria do prognéstico ap6s a TRC.
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Aprovacgao ética

0 estudo foi realizado de acordo com a Declaracao de Helsinquia de 1964 e com
suas alteracdes posteriores ou padrdes éticos comparaveis, e o protocolo de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica local.

Consentimento informado:

Todos os doentes estudados deram e assinaram o termo de consentimento
informado, livre e esclarecido.
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