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| - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Febre Reumética

1.1. Introducéo

Febre Reumética (FR) é uma doenca inflamatdria, recorrente, de origem
autoimune, que tem como agente etiologico, o estreptococo beta-hemolitico do grupo A de
Lancefield (Streptococcus pyogenes). Esta doenca representa uma complicacdo ou sequela
ndo supurativa de uma faringoamigdalite bacteriana por cepas especificas de estreptococo
(ditas reumatogénicas) em individuos que tem predisposi¢cdo genética. Os sorotipos do
estreptococo mais associados com a febre reumatica aguda sdo 3, 5, 6, 14, 18, 19 e o0 24.
Porém ha alguns autores que acreditam que qualquer sorotipo estreptocécico poderia
desencadear a fase aguda da febre reumatica (BISNO, 2008; MOURA, 2008; MOURA et al,
2010; LONGO et al, 2011; SECKELER, 2011).

A FR € uma doenca que afeta predominantemente criancas e jovens, com idades
variando entre 0s cinco aos 18 anos, determinando manifestacdes variadas em érgaos distintos
do corpo, tais como a pele e tecido subcutaneo, cérebro, grandes articulac@es e o coragdo. Por
acometer sistemas organicos distintos, a FR tem servido ha mais de um século como objeto de
estudo de variados profissionais da area médica, tais como cardiologistas, cirurgibes
cardiacos, reumatologistas, epidemiologistas, infectologistas, pediatras e patologistas. Sem
sombra de duvidas é uma doenca que exige abordagem multidisciplinar (PROKOPOWITSCH
et al, 2005; KISS, 2008; LEAO, 2012).

A FR possui distribuigdo universal, mas com marcada diferenga nas taxas de
incidéncia e prevaléncia entre os diversos paises. Em paises desenvolvidos, observa-se
acentuada queda da prevaléncia da doenca (0,5 caso para 1.000 criancas em idade escolar),
certamente gracas as melhorias das condi¢cdes socioecondmicas e culturais e a maior
abrangéncia da atencdo basica a saude — com diagndstico precoce e uso de antibioticoterapia
para infeccBes respiratorias altas. Porem em nacdes pobres ou em desenvolvimento, a FR
corresponde a uma das principais causas de mortes prematuras (233.000 por ano), impondo
um peso substancial nos sistemas de salde. Estimativas da OMS para o0 ano de 2005
indicavam que existiria no mundo um total de 15,6 milhGes de individuos portadores de

cardite reumatica crbnica. A cada ano, surgem 470.000 novos casos, e em torno de 332.000



pessoas vao a obito devido a complicacbes da febre reumaética, tais como a insuficiéncia
cardiaca congestiva. Segundo o indice DALY (Disability-adjusted life year), individuos
portadores de febre reumatica ttm uma expectativa média de vida 26 anos menor em relacéo
ao restante da populagcdo (WHO, 2004; CARAPETIS et al, 2005; PROKOPOWITSCH et al,
2005; CARAPETIS, 2007; MARIJON et al, 2007).

Estima-se que houve cerca de 319.400 mortes por doenca cardiaca reumatica,
mais grave complicacdo da FR, em todo o mundo no ano de 2015. Entretanto, a mortalidade
mundial padronizada por idade devido a esta afec¢do diminuiu em 47,8% de 1990 a 2015.
Contudo, grandes diferencas foram observadas em todas as regides do mundo. Em 2015, a
maior mortalidade padronizada por idade e a maior prevaléncia de doenga cardiaca reumatica
foram observadas na Oceania, no sul da Asia e na Africa central subsaariana. Calcula-se que
naquele ano houve cerca de 33,4 milhdes de casos de doenca cardiaca reumatica. Na andlise
de morbidade, entre 1990 e 2015, o calculo do indice DALY's — disability-adjusted life years
(anos potenciais de vida perdidos ajustados para incapacidade) — demonstrou o total de 10,5
milhdes de anos de vida perdidos em decorréncia dessa complicacdo. A carga relacionada a
salde da doenca cardiaca reumatica diminuiu em todo o mundo, mas altas taxas de doenca
persistem em algumas das mais pobres regides do mundo (WATKINS, 2017).

No Brasil, no ano de 2002, foram reportados 5.000 novos casos de febre
reumatica. A prevaléncia de febre reuméatica em nosso pais foi estimada em torno de 1-7
casos/1000 criancas em idade escolar, o que equivale a 3% das criancas e adolescentes
afetados por faringites. A frequéncia da FR aguda no Brasil difere de acordo com a regiao
geogréfica, porém em todas as regides observa-se uma reducdo progressiva do total de
internacOes por esta doenga. Mesmo assim, devido a sua elevada prevaléncia, a cardite
reumatica cronica (uma sequela da FR aguda) corresponde a 40% das cirurgias cardiacas em
nosso pais. A taxa de mortalidade por doenca cardiaca reumatica crdnica em pacientes
internados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) foi de 6,8% em 2005 e de 7,5% em 2007.
(KISS, 2008; BARBOSA et al, 2009; COSTA; DOMICIANO; PEREIRA, 2009).

A FR implica grandes gastos com a saude por se tratar de doenca crbnica que
necessita de acompanhamento clinico e, muitas vezes, abordagem das les6es valvares atraves
do cateterismo cardiaco para realizacdo de valvoplastia com cateter baldo ou tratamento
cirurgico para reparo ou substituicdo valvar. Os gastos gerados pela assisténcia aos pacientes
com febre reumatica e cardiopatia reumatica cronica (CRC) no Brasil sdo significativos: em
2007, foram gastos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) cerca de R$ 157.578.000,00 em

internacbes decorrentes de FR ou CRC. Destes, cerca de 55 milhGes foram gastos em



tratamentos clinicos e um pouco mais de 102 milhGes foram gastos em procedimentos
cirrgicos ou intervencionistas. Em Sergipe, a cardite reumatica é a principal causa das
indicacdes de cirurgias cardiacas, sendo que em 2006, as internagdes cirurgicas trouxeram um
custo aproximado de R$ 32.000.000,00 para o SUS destinado ao nosso estado (BRASIL,
2006; MEIRA et al, 2006; BARBOSA et al, 2009). Desde entdo, ndo foram encontradas
novas pesquisas epidemioldgicas no Brasil e em Sergipe, a respeito da FR e da CRC.

1.2. Diagndstico e tratamento

O diagnostico da FR é baseado no reconhecimento das combinacBes de alguns
achados clinicos. Os critérios de T. Duckett Jones (1944), revisados pelo American Heart
Association (AHA) em 1965 e 1992, sdo atualmente utilizados como guia para o diagnostico
da FR. Eles baseiam-se na divisdo dos achados clinicos e laboratoriais da doenga em sinais
maiores ou menores, segundo as respectivas importancias diagndésticas, sem significado
prognoéstico por si s6. Os cinco critérios maiores sdo artrite migratéria (com envolvimento
predominante de grandes articulacGes), cardite e valvulite (pancardite), nédulos subcutaneos,
eritema marginado e envolvimento de sistema nervoso central (coreia de Sydenham). Ja os
critérios menores sdo febre, artralgia, aumento do intervalo PR no eletrocardiograma e
elevacdo nos valores laboratoriais do VHS (velocidade de hemossedimentacdo), do PCR
(proteina C reativa) e de outros reagentes de fase aguda (DAJANI et al, 1992; FERRIERI,
2002; MENEGHELO, 2007; SPINA, 2008).

A presenca de dois critérios maiores (ou de um critério maior e dois menores)
indica alta probabilidade diagndstica, se acompanhados por evidéncia de infeccdo
estreptocOcica prévia (através de cultura de estreptococo em orofaringe ou exames
sorolégicos como o ASLO). Curiosamente ndo se considera historico de faringoamigdalite
como critério diagnostico, pois a maioria delas € de origem viral. Na verdade, somente 1-5%
das faringoamigdalites por estreptococo do grupo A desencadeia a febre reumatica. Além
disso, em torno de 30 a 40% dos pacientes com FR aguda ndo tiveram evidéncia de infeccéo
faringea prévia. Nao se considera também como critério diagnostico as alteracGes
ecocardiograficas caracteristicas de febre reumatica (tais como calcificacdo e fusédo de
comissuras) sem outros achados clinicos sugestivos dessa doenca (DAJANI et al, 1992;
FERRIERI, 2002; MENEGHELO, 2007; BISNO, 2008; MOURA, 2008).

A cardite reumética é a mais grave e a mais importante de todas as manifestacdes

da febre reumatica aguda. Cerca de 30-45% dos individuos com FR aguda apresentam lesdes



com envolvimento de pericardio, miocardio e endocardio, além das valvas cardiacas. Segundo
Meira et al (2006) cerca de 40-70% das alteracBes cardiacas ja acontecem durante o primeiro
surto. A importancia do acometimento cardiaco se deve a possibilidade de evolucédo para a
doenca valvar reumatica crénica ou para o Obito na fase aguda por insuficiéncia cardiaca
grave. A cardite pode ser classificada como leve, moderada ou grave. Na cardite leve,
observa-se taquicardia sinusal (desproporcional a febre), alargamento do PR e sopros
discretos. Na cardite moderada, aparecem sinais de pericardite aguda, com sopros exuberantes
e aumento da area cardiaca na radiografia de torax. Finalmente na cardite grave, ha sinais e
sintomas de insuficiéncia cardiaca (tais como astenia, palidez, taquipneia, hepatomegalia e
estase jugular). (PORTO, 2005; MEIRA et al, 2006; MARIJON, 2007; SBC, 2009).

O tratamento da febre reumaética pode ser dividido em tratamento sintomatico,
profilaxia primaria e profilaxia secundaria. O tratamento sintomatico é feito através da
utilizacdo de salicilatos (excelentes para o tratamento da artrite, podendo ser utilizados no
tratamento da cardite) e de corticoterapia (eficaz no tratamento da cardite e da coreia). A
profilaxia primaria tem como intengédo evitar o primeiro surto de febre reumatica aguda. Neste
tipo de profilaxia, é utilizada dose Unica de 1.200.000 U de penicilina benzatina. Ja a
profilaxia secundaria tem como intencdo evitar recidivas de episddios agudos de febre
reuméatica. Nela, também ¢é utilizada a mesma dose de penicilina benzatina, porém em
intervalos regulares de 21 dias. Para pacientes alérgicos a penicilina, recomenda-se a
utilizacdo de estearato de eritromicina ou amoxicilina. A duracdo da profilaxia secundaria
varia a depender do acometimento da doenca. Para pacientes sem cardite, ela devera durar por
cinco anos, ou até 21 anos de idade; para pacientes com cardite, porém sem envolvimento
valvular, o tratamento devera durar até 10 anos e para pacientes com cardite e envolvimento
valvular, o tratamento devera durar por pelo menos 10 anos desde o ultimo episddio, ou até o0s
40 anos de idade. Novas formas de profilaxia, tais como vacina contra o estreptococo beta-
hemolitico do grupo A vem sendo testadas, porém sem resultados eficazes (BISNO, 2008;
KISS, 2008; LONGO et al, 2011).

1.3. Patogénese

1.3.1. Suscetibilidade genética

A patogénese da FR/ CRC envolve uma rede complexa de interacBes genéticas,

ambientais e imunoldgicas; os fatores genéticos predispdem ao desenvolvimento de reacGes



autoimunes (GUILHERME, 2010). A FR/ CRC ¢ o exemplo mais convincente de mimetismo
molecular entre as doencgas autoimunes; a rea¢do cruzada entre antigenos estreptocdécicos e a
proteina do tecido cardiaco humano apo6s infeccdo da faringe por estreptococos em individuos
suscetiveis (GULHERME et al, 2007). A proteina M € a estrutura antigénica mais importante
da bactéria, auxilia na evasdo da fagocitose através do bloqueio da producédo da proteina C3
do Sistema Complemento, impedindo a opsonizacdo da bactéria. Estruturalmente, a proteina
M se apresenta em modulos de sete aminoacidos, dispostos em a-hélice, que se projetam na
superficie da bactéria em forma fibrilar dupla. Contém aproximadamente 450 residuos de
aminoacidos, dispostos em quatro regides (A, B, C e D), que apresentam repeticdes de alguns
residuos de aminoacidos. A por¢do N-terminal é a mais polimorfica e diferengas no bloco A
permitem classificar as diferentes cepas do estreptococo. As regides C e D sdo conservadas,
localizadas na regido C-terminal. A proteina M apresenta similaridades com proteinas
fibrilares do tecido humano como miosina, tropomiosina, proteinas valvulares e outras
proteinas (GULHERME et al 2010).

Vérios marcadores genéticos da FR/CRC foram estudados até agora e apenas
associacfes com o Antigeno Leucocitario Humano (HLA) classe Il foram consistentemente
encontrados. Genes HLA classe 1l estdo localizados no cromossomo 6, que Sao
frequentemente associados com a autoimunidade. Alelos de HLA associados com a FR/ CRC
em diferentes paises foram analisados, as diferencas nas populacfes estudadas provavelmente
sdo devido a capacidade do HLA de Classe Il de apresentar epitopos especificos de estirpes de
estreptococos. Entre os alelos de classe Il encontrados, o HLA — DR7 e o DR53 foram os
mais associados a FR/CRC em vaérias partes do mundo e inclusive no Brasil, independente de
etnia. (GULHERME et al 2010).

Estudos populacionais confirmam que hd uma associagdo da doenga com 0s
antigenos de classe Il e que cada populagdo tem seu préprio marcador (HLA-DR) para
suscetibilidade a FR. E interessante notar que o alelo encontrado com mais frequéncia,
independentemente da origem étnica, € 0 HLA-DR7. Esse achado, de diferentes marcadores
para cada populacdo, é corroborado pela observagdo de que a incidéncia de FR apos
faringoamigdalite estreptocdcica é praticamente a mesma em todo o mundo (entre 1%-5%),
ndo variando em populacdes diferentes. E possivel que diferentes cepas de estreptococos
estejam envolvidas e que as diversas moléculas HLA de classe Il reconhecam peptideos
antigénicos diferentes. Outros marcadores genéticos associados ao desenvolvimento da FR e
relacionados com a resposta inflamatdria foram identificados, recentemente, por metodologias

de biologia molecular, como alelos que codificam a producéo de proteinas pré-inflamatorias,



como o fator de necrose tumoral a, (TNF-a) e o alelo responsavel pela deficiéncia na
producdo da lecitina ligadora da manose (MBL), que tem a fungdo de eliminar a bactéria pela

ativacdo do complemento na fase inicial da infeccdo (BARBOSA PJB et al, 2009).

1.3.2. Resposta Imune

A protecdo contra patégenos humanos deve-se a uma complexa interacdo entre a
resposta imune inata e a resposta imune adaptativa. A existéncia de processo autoimune na FR
foi postulada apds a observacdo de que as lesdes no coracdo estavam associadas a anticorpos
que reconheciam o tecido cardiaco. Kaplan confirmou essa observagdo experimentalmente
utilizando extratos de parede celular de estreptococo e mostrando que os anti-soros obtidos
reconheciam tanto o tecido cardiaco quanto o estreptococo (SPINA, 2008).

A resposta imune contra antigenos do estreptococo em individuos predispostos
geneticamente ao desenvolvimento da CRC pode levar ao reconhecimento cruzado de
proteinas proprias, por reacdo autoimune, desencadeando lesdo tecidual. Esse reconhecimento
cruzado é entendido como mimetismo molecular (GULIHERME et al, 2010).

Na cardite reumatica, anticorpos reativos ao tecido cardiaco, por reacdo cruzada
com antigenos do estreptococo, se fixam a parede do endotélio valvar e aumentam a
expressdo da molécula de adesdo celular vascular -1 (VCAM 1), que atrai determinadas
qguimiocinas e favorecem a infiltracdo celular por neutréfilos, macréfagos e, principalmente,
linfocitos T, gerando inflamacdo local, destruicdo tecidual e necrose (BARBOSA PJB, et al,
2009).

Spina (2008), afirmou que assim acontece o reconhecimento e a reagdo cruzada
celular, com linfécitos T ativados com epitopos estreptococicos passando a reconhecer
epitopos préprios, causando uma agressdo celular a tecidos proprios. Esta resposta celular
parece ser especialmente importante em pacientes que desenvolvem a cardite grave. O papel
dos anticorpos na FR parece ser mais importante durante a fase inicial da FR, causando entre
outros, artrite por depdsito de imunocomplexos nas articulagdes. Entdo, as manifestacdes de
artrite e coréia de Sydenham da FR estariam mais envolvidas com a resposta humoral,
enguanto que a cardite grave estaria mais ligada a resposta celular.

Na cardite reumatica, ndo é claro o papel da resposta humoral, sendo possivel que
ela cause alguma forma de leséo na fase aguda da doenga. Estudos histologicos de pacientes
CRC mostraram células plasmaticas cercadas por linfocitos T CD4+, préximos a fibroblastos,

sugerindo interacdo entre a célula plasmatica (linfocito B) e o linfécito T. Os nodulos de



Aschoff, considerados patognomdnicos da doenca, sdo compostos por agregados de células
semelhantes a macrofagos e mondcitos, que exercem a funcdo de células apresentadoras de
antigeno para as células T. Desta forma, além da reacdo cruzada inicial, existe uma
apresentacdo continuada de antigenos no sitio da leséo, contribuindo para uma amplificacao
da resposta imune e ativacdo de maior nimero de clones autorreativos de linfocitos T. A
presenca de linfocitos T CD4+ em grande quantidade foi demonstrada em pacientes com
CRC, o que sugere um papel direto destas células na patologia da doenca (GUILHERME et al
2006).

O papel funcional destes linfdcitos foi demonstrado a partir do isolamento de
clones de linfécitos T infiltrantes do tecido cardiaco (miocardio e valvas), provenientes de
pacientes submetidos a cirurgia para correcdo valvar. Observou-se que eles sdo capazes de
reconhecer tanto antigenos da proteina M do estreptococo quanto antigenos cardiacos,
evidenciando, pela primeira vez, o0 mimetismo molecular que ocorre entre o tecido cardiaco e
0 estreptococo, com ativacdo de linfécitos CD4+ levando a processo de auto-agressdo. Os
mesmos epitopos da proteina M e as mesmas fracOes de proteinas infiltrantes sao
reconhecidos tanto em linfocitos intralesionais como em clones isolados do sangue periférico
de pacientes com FR. (SPINA 2008; GUILHERME et al, 2010).

1.3.2.1. Citocinas

Citocinas sd@o moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais
estimulatorios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema
imunolégico. Tém funcdo autdcrina agindo na prépria célula produtora, paracrina atuando em
células proximas e endocrina quando sua acdo é a distdncia e atuam em concentracGes
baixissimas, pois sua sintese habitualmente ocorre ap6s estimulagdo antigena. As citocinas
parecem desempenhar um papel central na ativacdo da resposta imunologica e inflamatéria na
FR (GUILHERME et al, 2007; 2010).

Para Guilherme et al 2010, as citocinas sao importantes sinalizadores secundarios
pos infeccdo pelo estreptococo, pois desencadeiam respostas imunes eficazes. Existem trés
subconjuntos de citocinas secretadas por células “T helper”, portanto dependendo da citocina
secretada ocorrera resposta Thl onde as mesmas podem estar envolvidas, com a resposta
imune celular produzindo (IL-2), TNFa e IFNy. Por outro lado, as células Th2 mediam a
resposta imune humoral e respostas alérgicas produzindo IL-4, IL-5 e IL-13.



Na CRC a presenca de infiltrado celular mediado por linfécitos T CD4+
caracteriza uma reacdo de hipersensibilidade tardia e € indicativa da participacdo de células
produtoras de citocinas do tipo inflamatorio (Th1). A analise por imunohistoquimica do perfil
de citocinas produzidas por células mononucleares infiltrantes da leséo cardiaca (miocardio e
valvulas) mostrou a producdo predominante de TNF-a ¢ IFN-y. As citocinas IL-10 e IL-4,
caracterizadas como reguladoras da resposta imune, foram igualmente produzidas pelas
células infiltrantes do miocardio de pacientes com DCR grave, entretanto, raras células
mononucleares infiltrantes das valvas produzem IL-4. Esta baixa producdo de IL-4 pelas
células infiltrantes das lesdes valvares provavelmente contribui para a progressdo e
manutencdo da inflamacdo local. No miocérdio, em que ha maior frequéncia de celulas
produtoras de IL-4, ocorre cura da miocardite apos algumas semanas (GUILHERME et al,
2009; 2011).

Com base nesses dados, postula-se que a producdo de citocinas direciona para
uma resposta celular (Thl), causando quadros de cardite grave e sequela valvar e,
provavelmente, para uma resposta predominantemente humoral (Th2), que causaria quadro

clinico com coreia e artrite reumatica. (AGAPITOV, 2002).

1.3.2.1.1. Interleucina 10 (I1L-10)

A IL-10 € produzida principalmente por células CD8+ ativadas. Células ThO, Thl,
Th2 ativadas, linfocitos B, mastdcitos e mondcitos ativados por lipossacarideo bacteriano
(LPS) também podem produzir IL-10, sendo fontes menos importantes. Pacientes com AIDS
e linfoma de Burkitt secretam grandes quantidades de I1L-10. A sintese é inibida por IL-4 e
pela propria IL-10. O efeito principal da IL-10 é inibir a sintese de outras citocinas, como o
IL-2, IFN-y IL-12, TNF-B. Inibe ainda a proliferagdo de células Thl, mas ndo de Th2,
diminuindo ainda a funcdo citolitica e secretora de citocinas por Thl e facilitando o
desenvolvimento de respostas Th2. IL-10 atua como um co-estimulador para a proliferacdo de
mastdcitos e seus progenitores. E ainda co-estimuladora do crescimento dos timdcitos
imaturos, agindo como fator de diferenciacdo para as células T citotoxicas, sendo esta acdo de
menos intensidade (CORDEIRO, 2008).

Portanto, a IL-10 é reguladora da resposta inflamatdria na CRC, pois € produzida
por células que infiltram o miocardio de pacientes com doenca reumatica cardiaca grave

(pacientes em fase crénica e alguns em atividade reumética) (CHANG 2012).



2. Estenose Valvar Mitral

2.1. A Valva Mitral

A valva mitral € composta por cinco estruturas, a saber: anel, folhetos,
comissuras, cordas tendineas, e musculos papilares. Além deles, existe o orificio mitral, que é
uma zona bem definida de transicdo entre a parede atrial esquerda e as bases das cuspides
(zona de transicdo atrioventricular esquerda), servindo primariamente para separar a cavidade
atrial da ventricular. Normalmente, o orificio valvar mitral apresenta area entre 4 a 5 cm2 e
circunferéncia média de 9 cm (em homens) e de 7,2 cm (em mulheres), localizando-se
posteriormente ao esterno ao nivel da quarta cartilagem costal. O orificio valvar fica em
posicdo aproximadamente vertical na didstole e a 45° em relacdo ao plano sagital na sistole,
porém com uma pequena inclinacdo para frente. Em relacdo aos outros orificios valvares, o
orificio mitral é praticamente coplanar, porém posterossuperior em relacdo ao orificio
tricispide e posteroinferior em relacdo ao orificio adrtico. Os trés orificios supracitados
encontram-se intimamente conectados em uma estrutura denominada corpo fibroso central
(STANDRING, 2005; FUSTER; WALSH; O ROURKE, 2008; PATIL; MEHTA;
PRAJAPATI, 2009).

A valva mitral possui dois folhetos (também denominados de clspides): o
anterior, também denominado de folheto maior, adrtico ou septal e o posterior, também
chamado de folheto menor, mural ou ventricular. Entre as duas clspides maiores geralmente
sdo encontradas cuspides acessorias. O folheto posterior corresponde a dois tercos de todo o
anel mitral e possui duas ou mais reentrancias marginais; enquanto que o anterior sé
corresponde a um terco dessa estrutura, possui formato triangular ou circular e geralmente néo
tem reentrancias marginais. O folheto anterior se continua com as cuspides da valva adrtica e
a propria aorta; ja o folheto posterior é primariamente uma continuacdo da por¢do mural do
atrio esquerdo. Ambos os folhetos sdo divididos em zonas denominadas rugosa e lisa. A zona
rugosa representa a parte mais ampla das por¢des menores de cada folheto, recebendo varias
cordoalhas tendineas; ja a zona lisa ira formar um angulo em relacéo a borda livre da valva.
Em relacdo ao ciclo cardiaco, o folheto anterior recebe grande parte do fluxo de sangue
emergente, impedindo que ele reflua para o atrio e a0 mesmo tempo direciona o fluxo para o
orificio aortico. Ja o folheto menor atua com um papel menor, tendo um papel de suporte no
fechamento do orificio valvar mitral apos a sistole (BROCK, 1952; RANGANATHAN et al,
1970; PERLOFF; ROBERTS, 1972; HO, 2002; BONSER; PAGANO; HAVERICH, 2010).



Os dois folhetos sdo separados pelas comissuras posteromedial e anterolateral no
anel fibroso mitral. O anel fibroso mitral (também denominado &nulo mitral) € uma estrutura
de consisténcia fibrocartilaginosa variavel que da origem ao nucleo fibroso das cuspides
valvares. A variacdo na consisténcia anular possibilita grandes mudangas na forma e
dimensdes do anulo em diferentes fases do ciclo cardiaco, garantindo a maxima eficiéncia na
abertura e fechamento da valva mitral. Morfologicamente, o anel fibroso mitral é formado por
duas estruturas colagenosas, os trigonos fibrosos direito e esquerdo, que sdo as estruturas mais
resistentes do anel fibroso. O trigono fibroso direito esta localizado entre o septo
membranoso, as valvas atrioventriculares e a raiz adrtica. Ja o trigono fibroso esquerdo situa-
se na juncdo da valva mitral com a cuspide coronariana esquerda da valva adrtica (BOLLING,
2001; FANN; INGELS; MILLER, 2003; STANDRING, 2005).

Comunicando a valva mitral ao miocardio ventricular encontram-se 0os musculos
papilares (anterolateral e posteromedial). Ambos os mdsculos variam em comprimento e
largura, podendo ser bifidos, entalhados no &pice ou divididos em menores porcdes. O
musculo anterolateral origina-se na regidao mural do miocardio esternocostal, enquanto que o
musculo posteromedial origina-se da porcéo diafragmatica do miocardio. Ambos os musculos
originam as cordoalhas tendineas geralmente em sua porcdo apical (1/3 superior), mas
também podem se originar em sua base (BROCK, 1952; GOSS, 1977 BOLLING, 2001;
STANDRING, 2005).

As cordoalhas tendineas podem ser classificadas como: cordoalhas de primeira
ordem (numerosos segmentos delicados que se inserem nas extremidades livres das valvas);
de segunda ordem (mais espessas e menos numerosas, tendo papel de ancorar a valva) e
terceira ordem (fibras curtas e largas originadas no sulco perivalvar da parede ventricular,
fixando-se no anel mitral posterior), totalizando cerca de 25 feixes tendinosos. Além das
cordoalhas tendineas, existem também outras estruturas musculares, denominadas trabéculas
carnosas (também conhecidas como falsas cordoalhas tendineas). Estas trabéculas ocorrem
em torno de 50% dos individuos e as vezes acompanham o fluxo sanguineo subadrtico. Os
musculos papilares e as cordoalhas tendineas sustentam a valva atrioventricular esquerda,
permitindo que seus folhetos resistam a pressdo desenvolvida durante contragdes do
ventriculo esquerdo (BROCK, 1952; FANN; INGELS; MILLER, 2003; TAMBURINO;
USSIA, 2009).

A andlise histologica do tecido valvar revela trés camadas. A camada fibrosa
possui um nucleo sélido de colageno formado por fibras paralelas ao folheto e que se

direcionam a cordoalha tendinea. J& a camada esponjosa, que cobre a face atrial e forma a



borda da valva, possui grandes quantidades de células conjuntivas, elastina e proteoglicano;
além de pequenas porcles de colageno. A terceira camada é formada por uma cobertura
fibroelastica, fina na face atrial e espessa na face ventricular. Ela é chamada de camada
fibroelastica ventricular ou simplesmente ventricularis. Essa ultima camada produz mais
elastina e coldgeno com o avancar da idade, tornando-se espessada. Existem, ainda, outras
estruturas musculares e neurais, que possuem importancia secundaria na coaptacdo valvar
(MARRON, 1996; BOUDOULAS; WOOLEY, 2000; FANN; INGELS; MILLER, 2003;
TAMBURINO; USSIA, 2009).

2.2. A Estenose da Valva Mitral

Define-se estenose mitral (EM) como a obstrucdo ao influxo de sangue que passa
do atrio para o ventriculo esquerdo pela valva mitral resultante de uma anormalidade
estrutural valvular. A febre reumaética representa a principal causa de estenose mitral,
correspondendo a cerca de 99% dos casos em que houve troca cirargica da valva mitral.
Deformidades congénitas, sindrome carcinoide, trombo atrial esquerdo, mixoma, endocardite
e algumas doencas sistémicas (tais como artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico e as
doencas de Fabry e de Whipple) representam outras possiveis causas de estenose mitral. Entre
0s portadores de estenose mitral de origem reumatica, observa-se uma predominancia de
individuos do sexo feminino (2:1), entre a quinta e a sexta décadas de vida, residentes em
regibes subdesenvolvidas (especialmente o continente Africano). Quando ndo tratada, a
estenose mitral evolui de maneira insidiosa e estdvel nos primeiros anos. Contudo, é uma
doenca continua e pode progredir aceleradamente. Isso ocorre principalmente se a infeccao
reumatica for grave ou os episodios de cardite forem recorrentes (WALLER; HOWARD;
FESS, 1994; CARABELLO, 2005; OTTO; BONOW, 2007; MOURA, 2010).

Na fisiopatologia da estenose mitral, a redugdo da area valvar e consequente
obstrucdo ao enchimento do ventriculo esquerdo (VE) aumenta a pressdo atrial esquerda e
produz gradiente pressorico persistente entre o atrio esquerdo (AE) e o VE, possibilitando
assim a manutencdo do débito cardiaco. Em estégios iniciais da doenga, nos quais a area
valvar encontra-se acima de 2cm2, o sangue pode fluir do atrio esquerdo para o ventriculo
esquerdo atraves de um pequeno, porém anormal, gradiente de pressdo. Todavia em estagios
mais avancados da doenca, nos quais a area valvar se encontra abaixo de 1cm2, serd
necessario um gradiente de pressdo atrioventricular de aproximadamente 20 mmHg a 25

mmHg para que haja a manutencao do debito cardiaco em repouso. Porém em individuos com



atrio esquerdo mais complacente, o gradiente pressorico AE-VE ser& menor, fazendo com que
esses pacientes desenvolvam quadro clinico mais relacionado ao baixo débito cardiaco
(GORLIN; GORLIN, 1951; HUGENHOLTZ et al, 1962; KAWANISHI; RAHIMTOOLA,
1996; CARABELLO, 2008).

Devido ao exuberante aumento no gradiente de pressao entre AE e VE, ocorrera
elevacdo da pressdo venosa pulmonar levando indiretamente ao aumento da presséo arterial
pulmonar. A combinacdo da pressdo atrial esquerda elevada com a restricdo de influxo para
dentro do VE ird limitar o débito cardiaco (DC). Apesar do processo reumatico
ocasionalmente afetar a funcdo de musculo do VE (sequela da miocardite reumatica), o
ventriculo esquerdo costuma ser normal na maioria dos pacientes com estenose mitral. No
entanto, em aproximadamente um ter¢o dos pacientes com EM, o desempenho da ejecdo do
VE € reduzido mesmo com a funcdo muscular normal, devido a uma pré-carga reduzida
(decorrente da obstrucdo ao influxo) e uma pos-carga aumentada como resultado da
vasoconstriccdo reflexa causada pelo DC reduzido (GORLIN, 1954; WOOD, 1954;
KAWANISHI; RAHIMTOOLA, 1996; ACC/AHA, 2006; CARABELLO, 2008).

A fisiopatologia da estenose mitral pode ser justificada por alteracfes
morfoldgicas encontradas na fase cronica da doenga reumdtica. S&o elas: a fusdo e
calcificacdo das comissuras (com erosdo superficial e perda de endotélio), além da fibrose e
fusdo das cordas tendineas, que irdo apresentar aspecto engrossado e retraido. Observam-se
também lesBes verrucosas ou vegetacdes reumaticas, predominantes nas margens livres das
valvas. A cicatrizacdo é importante na evolucdo da doenca valvar, sendo acompanhada pela
neovascularizagdo de uma estrutura outrora avascular. Aumento da celularidade (com
predominio de polimorfonucleares) e da deposicdo de colageno tecidual sdo também
encontrados. Os corpos de Aschoff, usualmente visualizados na miocardite reumatica,
raramente sdo encontrados em valvas mitrais reuméticas. Outras altera¢fes histopatoldgicas
podem ser encontradas na vasculatura pulmonar, tais como o aumento da espessura da
camada média das artérias pulmonares, levando ao desenvolvimento da vasculopatia
congestiva (DELGADO et al, 2005; LEONG; SOOR; BUTANY et al, 2006; VEINOT, 2006;
SCHOEN; MITCHEL, 2010).

O paciente com estenose mitral pode permanecer assintomatico por longos
periodos de tempo (média de 10-20 anos), apesar do débito cardiaco decrescente e da
resisténcia venosa e arteriolar do pulméo aumentadas. A sintomatologia, quando existente,
associa-se com a area valvar mitral encontrada, ainda que tal correlacdo nem sempre seja

confiavel. Os principais sintomas encontrados na EM séo a dispneia aos esfor¢os, a ortopneia



e a dispneia paroxistica noturna. Atividades cotidianas (tais como exercicio fisico e atividade
sexual), infecgdes, febre e fibrilacdo atrial podem desencadear dispneia quando a area valvar
for inferior a 2,5 cm2. Surgira sintomatologia em repouso quando essa area for inferior a 1,5
cm2. Edema e ascite usualmente sdo encontrados nos pacientes em estagios mais avangados
da doenga, associando-se diretamente a sindrome do baixo debito (fadiga, cansaco e lipotimia
desencadeadas por esforcos). A fibrilagdo atrial € um fenémeno relativamente comum em
portadores de EM e se deve a dilatacdo, fibrose e hipertrofia das paredes do atrio esquerdo. A
hemoptise, comum na estenose mitral, mas atipica em outras causas de hipertensdo atrial
esquerda, desenvolve-se quando elevados niveis de pressdo em atrio esquerdo rompem
anastomoses das pequenas veias bronquicas. Eventualmente, a hemoptise (que possui aspecto
espumoso e roseo) encontra-se associada com tosse e emagrecimento, sendo importante nesse
caso descartar possivel diagnostico diferencial de tuberculose. Em alguns pacientes, o grande
aumento do atrio esquerdo, associado aos linfonodos traqueobronquiais ingurgitados leva a
compressdo do nervo laringeo recorrente contra o bronquio fonte, acarretando rouquidéo
(Sindrome de Ortner), além de disfagia para sélidos. Ja em outros pacientes (em torno de
15%), ocorre o aparecimento de dor precordial atipica, geralmente desencadeada por
embolizacdo coronariana (CARAPETIS, 2007; AMATO; MOFFA, 2008; FUSTER,;
WALSH; O ROURKE, 2008; MOURA, 2010).

No exame fisico de portadores de estenose mitral, geralmente o pulso arterial €
normal, podendo estar com a sua amplitude reduzida, devido a diminuicdo do débito cardiaco
na EM critica. Ja o pulso venoso jugular exibe uma onda A proeminente em pacientes com
ritmo sinusal e aumento da resisténcia vascular pulmonar. Em pacientes que apresentam
fibrilacdo atrial, a parte descendente da onda X desaparece, somente havendo uma onda C por
ciclo cardiaco. Caso o paciente apresente insuficiéncia ventricular direita, pode-se observar
turgéncia patoldgica da jugular externa. A palpagdo de precordio ira revelar um ictus de VE
fraco ou até mesmo impalpavel. Nos casos em que houver sobrecarga de ventriculo direito
(VD) devido a hipertensao arterial pulmonar, o seu ictus sera palpavel e importante, podendo
até mesmo ocupar o lugar do ictus de VE, caso o VD esteja muito dilatado. Apesar de ser
atualmente pouco comum, a facies mitralis (manchas réseo-purpuricas em bochechas) ocorre
em pacientes com EM grave, devido ao baixo débito cardiaco e vasoconstric¢do sistémica
(PORTO, 2005; OTTO; BONOW, 2007; CARABELLO, 2008; FUSTER; WALSH; O’
ROURKE, 2008).

Na ausculta, geralmente é encontrada hiperfonese e prolongamento da primeira

bulha, porém esta caracteristica desaparece caso haja fibrose ou calcificagdo valvar. Ao



mesmo tempo, hd também um desdobramento em B2, com hiperfonese do seu componente
P2, decorrente da hipertensdo arterial pulmonar. Geralmente, o sopro de estenose mitral é de
baixa frequéncia, com carater em ruflar, sendo geralmente audivel no ictus cordis. Porém
eventualmente pode se irradiar para a axila ou para a borda esternal media. Na fase aguda da
febre reumdtica, este sopro é denominado sopro de Carey-Coombs. Outros achados
auscultatorios em pacientes com EM séo: o estalido de abertura da valva mitral (que ocorre
logo apo6s B2, lembrando o desdobramento da segunda bulha ou a terceira bulha), o sopro
diastélico de regurgitacdo pulmonar (sopro de Graham Steel) e o sinal de Rivero-Cavallo
(BARRINGTON; BASHORE; WOOLEY, 1988; PORTO, 2005; OTTO; BONOW, 2007;
ENGEL, 2012).

Dos exames complementares, o eletrocardiograma (ECG) serd datil para
determinar se o paciente encontra-se em ritmo sinusal ou em fibrilacéo atrial. Além disso, este
exame poderd mostrar sinais indiretos de aumento de atrio esquerdo, tais como a onda P larga
e bifida (P mitrale) e o indice de Morris em V1. Na radiografia de térax, o sinal mais precoce
de EM € o aumento atrial esquerdo. Este aumento pode ser evidenciado por alguns critérios,
tais como o duplo contorno da silhueta cardiaca do coracdo e o sinal da bailarina
(deslocamento superior do brénquio-fonte esquerdo). As alteracbes pulmonares decorrentes
da EM sdo proeminentes: inversdo do padréo vascular, aparecimento das linhas B de Kerley,
edema intersticial e em quadros mais graves, pequenos nodulos intersticiais difusos, devido ao
acumulo de hemossiderina no intersticio pulmonar. No ecocardiograma, € possivel a
visualizacdo do aspecto das cuspides e de todo o aparato valvar. A etiologia reumatica é
confirmada pelo aspecto do folheto posterior da valva mitral que se encontra espessado. O
grau de comprometimento valvar ¢ estabelecido pelo escore de Block, que representa a juncao
de quatro critérios, a saber: o grau de calcificacdo valvar; o grau de espessamento; o
acometimento do aparelho subvalvar e a mobilidade das cuspides (AMATO; MOFFA, 2008;
LONGO et al, 2011; ENGEL, 2012).

O tratamento pode ser dividido em medicamentoso, intervencionista ou cirdrgico.
Os principais medicamentos utilizados sdo os betabloqueadores (para melhora dos sintomas
dispneicos), os antagonistas de canal de célcio (quando o paciente tiver contraindicacdo ao
uso do betablogueador), os diuréticos (em associacdo ao betabloqueador para compensacéo do
quadro dispneico) os digitalicos (quando o paciente apresentar ritmo sinusal). Em pacientes
com fibrilacdo atrial (FA), pode-se utilizar a warfarina ou os inibidores do fator Xa com o
intuito de se fazer uma anticoagulagdo eficaz, mesmo naqueles pacientes sem histérico de

acidente vascular cerebral isquémico (AVCI). O tratamento intervencionista



comprovadamente diminui sintomas e aumenta a sobrevida dos pacientes. Ele é indicado para
aqueles pacientes sintoméaticos e com estenose mitral moderada ou grave. O tratamento
cirurgico (troca valvar) é reservado para pacientes com escore de Block elevado (>11),
presenca de valva calcificada ou quando ha insuficiéncia mitral de moderada a grave
associada (dupla leséo mitral) (ACC/AHA, 2006; AMATO; MOFFA, 2008; ENGEL, 2012).

De acordo com alguns pardmetros, tais como gradiente médio, a pressdo sistélica
de artéria pulmonar e area valvar, a gravidade da estenose mitral é avaliada, embora ainda ndo
haja valores exatos que a definam. Em pacientes com area valvar maior que 1,5 cm2,
gradiente médio menor que 5 mmHg e pressdo sistolica da artéria pulmonar (PSAP) menor
que 30 mmHg, a estenose mitral é classificada como leve. Aqueles com area valvar entre 1-
1,5cm2, gradiente médio entre 5-10 mmHg e pressao sistolica da artéria pulmonar entre 30-50
mmHg, encontram-se classificados como portadores de EM moderada. Finalmente, dados de
area valvar menores que 1cm2, gradiente médio maior que 10 mmHg e pressdo sistolica da
artéria pulmonar maior que 50 mmHg irdo definir a EM como grave. A sobrevida em dez
anos dos pacientes que atingem esse estagio da doenca é de 80%, 50% ou 15%, se a
sintomatologia for minima, moderada ou limitante, respectivamente. A mortalidade em 65%
dos casos se deve a congestdo sisttmica e pulmonar, embolia sisttmica em 25%, embolia
pulmonar em 10% e infecgdo em 1-5% (ACC/AHA, 2006; CARAPETIS, 2007; MOURA,
2008).

3. Endotelinas

As endotelinas (ETs), inicialmente descritas por Yanagisawa em 1988,
representam uma familia composta de trés isopeptideos enddgenos, denominados endotelina-1
(ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). Cada um destes peptideos é composto por
21 aminoécidos, sendo produzidos em varios tecidos e células. A ET predominantemente
produzida pela célula endotelial cardiaca € a ET-1. A endotelina-1 estd presente normalmente
em niveis séricos baixos (entre 0,3-3 picogramas por dl) e apresenta multiplos efeitos na
vasculatura, estando envolvido no desenvolvimento e regulacdo de fungdes fisioldgicas
incluindo homeostase cardiovascular, producdo hormonal, balanco hidroeletrolitico,
proliferacdo celular e desenvolvimento respiratdrio. No entanto em niveis elevados, age como
mediador patogénico levando a vasoconstriccdo, fibrose, hipertrofia vascular e inflamacdo. A
sua acdo vasoconstrictora é extremamente potente, sendo aproximadamente dez vezes maior

em relacdo a angiotensina Il. Porém a sua vida media plasmatica é inferior a dois minutos,



sendo geralmente degradada nos pulmdes, rins, figado e coracdo. Em relagdo aos outros dois
peptideos, até hoje ndo foi encontrada funcdo para o ET-2. JA& o ET-3, encontrado
abundantemente em tecido cerebral, futuramente podera ser considerada a endotelina neural
(YANAGISAWA et al, 1988; YANAGISAWA et al, 1990; LEVIN, 1995; JAIN; YADAVA,;
RAIKAR, 2002; MAYES, 2003; GARNCARCZYK; JURZAK; GOJNICZEK, 2008).

Das trés isoformas de endotelina, derivadas de trés genes distintos em
cromossomos separados, a ET-1 é a melhor caracterizada e desempenha o papel mais
importante na regulacdo do toénus vascular. A ET-1 é inicialmente produzida como uma
precursora inativa de 212 aminodacidos, a preproET-1, que é clivada proteoliticamente por
proteases especificas a outro peptideo inativo de 38 aminoécidos chamado "big" ET-1. Esta
ultima molécula precursora, sob o efeito proteolitico das enzimas de conversdo de endotelina
(ECE-1 e ECE-2), que realiza uma hidrolise incomum da ligacdo Trp2l -Val22, é
eventualmente transformada na forma madura bioativa da ET-1, peptideo de 21 amino&cidos.
Cada uma das ECE’s, em seres humanos, existe em quatro isoformas e a ECE-2 difere da
ECE-1 ao exigir um pH &cido para uma atividade 6tima. Uma terceira ECE, a ECE-3, é
altamente especifica para a "big" ET-3. Embora a "big" ET-1 possa se ligar aos receptores de
endotelina, esta molécula ndo tem fung&o bioldgica além da protecdo de ET-1 da clivagem por
protedlise (KAOUKIS, 2013).

Em 1990, foi publicada a descoberta de receptores destes peptideos, 0s quais
deram os nomes de receptores de endotelina A (ETr-A) e receptores de endotelina B (ETr-B).
De modo geral, o receptor ETr-A tem maior afinidade pelo ET-1 e ET-2 do que pelo ET-3,
enquanto que o receptor ETr-B tem igual afinidade pelos trés peptideos. Tem-se constatado,
porém, que as células endoteliais sdo particularmente sensiveis a acdo do ET-3. Os receptores
ETr-A sdo expressos em varias células do sistema cardiovascular, nas células musculares
lisas, nas células do musculo cardiaco e nos fibroblastos, enquanto que os receptores ETr-B
sdo expressos predominantemente nas celulas endoteliais e em menor quantidade no masculo
liso, nos fibroblastos e nos cardiomiocitos. Eventualmente, estes receptores apresentam agoes
opostas. Os efeitos dos receptores ETr-A, mais presentes no sistema cardiovascular,
promovem vasoconstricdo, aumento do inotropismo e da mitogénese. Ja os receptores ETr-B
apresentam duplo efeito no tonus vascular: propriedades vasodilatadoras quando séo ativados
no endotélio, mediadas pela libertacdo de oxido nitrico (NO) e prostaciclinas e propriedades
vasoconstrictoras, quando estes receptores sdo ativados na musculatura lisa vascular. No
endotélio, o ETr-B além de suas funcBes vasodilatadoras, detém um papel importante na

remocdo do excesso da ET-1, sendo o responsavel pela manutencdo de concentragdes



plasméticas normais deste peptideo. H& uma maior concentracdo destes receptores no
endotélio vascular pulmonar, tornando o pulm&o um dos 6rgdos responsaveis pela depuracao
de ET-1. Nas artérias corondrias a expressdo de receptores ETr-B a nivel endotelial é
reduzida, levando a ET-1, que estd aumentada neste sitio, a se tornar um vasoconstritor
coronario (HEDNER, 1991; MILLER et al, 1993; SCHNEIDER et al, 2000; MASAKI, 2004;
ROS et al, 2005; POLIKEPAHAD; MOORE; VENUGOPAL, 2006; BRAS-SILVA; LEITE-
MOREIRA, 2008).

O perfil da localizacdo da endotelina nos diversos tecidos cardiacos revela
importantes informacdes, tais como a de que 0s midcitos cardiacos ndo expressam o gene da
preproendotelina, a proteina precursora da endotelina. Por isso, eles ndo sdo produtores de
ET-1 na espécie humana. Existem ao menos duas hipoteses que tentam explicar a producéo de
endotelina. Uma delas sugere que as células endoteliais endocardicas seriam as maiores
responsaveis pela liberacdo de endotelina-1, modulando a agéo de células vizinhas, como 0s
midcitos. J& a outra, sugere que a producdo de ET-1 ocorre nas células endoteliais da
vasculatura cardiaca, sendo mediada por sinais enviados pelos midcitos cardiacos. De
qualquer forma, existem alguns fatores que atuam no aumento da expressdo dos genes da
preproendotelina. S&o eles: a angiotensina-I11, as catecolaminas, algumas citocinas, os radicais
livres, a insulina e a hipoxia. Por sua vez, heparinas, 6xido nitrico e prostaglandinas atuam
inibindo a sua produgéo (DAVENPORT, 1998; RUSSEL, 2000; MAYES, 2003; MERKUS et
al, 2005).

Em relacdo aos efeitos cardiovasculares, sabe-se que a ET induz uma potente
resposta inotrépica e cronotrépica positiva, dose-dependente além de promover a liberagéo do
peptideo natriurético atrial das células miocérdicas. Eventualmente, devido a potente acdo
vasoconstrictora, pode promover isquemia fatal em cobaias. Além disso, ela estimula a
mitogénese de células musculares lisas e de fibroblastos e intervém na regulacdo de proto-
oncogenes, c-fos e c-myc, envolvidos na hipertrofia ventricular esquerda. Estudos conduzidos
em animais, com a utilizacdo de valvas mitrais mixomatosas (que sdo bastante semelhantes as
valvas mitrais reumaéticas), mostraram correlacdo positiva entre a densidade de receptores de
endotelinas com mudangas na composicdo dos folhetos valvares. Em humanos, a endotelina
tem alguma influéncia sobre as caracteristicas histopatologicas encontradas em véalvulas
mitrais estenosadas, tais como a neoangiogénese (através da expressdo de receptores de ETr-
A que leva ao aumento do VEGF) e a calcificagdo (através do aumento da expressdo do genes
da osteocalcina e da osteopontina). No que diz respeito a fibrose, a endotelina estimula a

producdo de colageno do tipo I, a inibicdo da atividade da colagenase e a producdo anormal



da matriz extracelular promovendo uma fibrose reativa. Este mecanismo pode ser mediado
pelo fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), que regula positivamente a expressao
de ETr-A e talvez de ETr-B. A endotelina também ativa neutrofilos, mastocitos e estimula
monacitos para libertar algumas citocinas, tais como o TGF-beta e 0 TNF-alfa (SIMONSON
et al, 1989; KING, 1990; HEDNER, 1991; MOW; PEDERSEN, 1999; RAMIRES et al, 2003;
WU, 2003; PEDERSEN et al, 2007; SHIMOJO, 2007).

A crescente pesquisa laboratorial envolvendo as endotelinas (e seus receptores) se
justifica por sua resposta farmacoldgica Unica e por sua provavel correlagdo com varias
doencgas cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertenséo arterial, doenca de Chagas,
isquemia miocardica e finalmente a propria estenose valvar reumética. Neste caso, as
endotelinas podem atuar ora como via final de varias cardiopatias, ora como perpetuadoras
dessas condi¢cBes morbidas, contribuindo na patogénese de uma variedade de doencas
cardiovasculares. (RUSSELL, 2000; MOLERO et al, 2003; CHEN, 2004; MASAKI, 2004;
DAMMANAHALLI; SUN, 2008; KIRBY, 2008; MACHADO; CAMARGOQOS, 2008).

Situando a endotelina-1 na FR, varios estudiosos relataram nivel sérico elevado
deste peptideo em pacientes com doenca reumatica, justamente associada a mitogénese,
fibrose e atividade inflamatéria (MAYES, 2003). Chen et.al (2006) relataram em seus
estudos, aumento do nivel sérico de endotelina-1 em pacientes com estenose mitral reumatica.

Neste sentido, Moura et.al (2010) verificaram que valvulas cardiacas (fibrosadas,
estenosadas) trocadas de pacientes com febre reumatica, apresentavam ET-1 assim como seus
receptores. Encontrou-se uma manifestacdo do gene ET-1 em 40,7% das amostras de valvas
reumaticas, dos receptores ETA em todas as amostras (100%) e 22,2% dos receptores ETB.
Desta forma, sugeriu-se a existéncia de uma associacdo do metabolismo acelerado do
colageno com o processo fibrético valvar reumatico, pois ha expressdo destes mesmos
receptores nos fibroblastos, podendo, esse mecanismo patoldgico, ser relevante na valvopatia

reumatica.

4. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real

A analise guantitativa da sequéncia de acido nucleico (DNA ou RNA) tem tido
um importante papel em muitos campos de pesquisa médica. Medidas de expressdo génica
tém sido utilizadas para a monitorizacdo de respostas bioldgicas a estimulos diversos; ja a
andlise quantitativa de um determinado gene tem sido usada para mensurar a amplificacdo de

genes como HER-2 e BRCA 1 e 2, que sdo encontrados em pacientes com cancer de mama. A



combinacdo entre as quantificacGes génica e gendmica tem sido utilizada ha mais de 15 anos
para a analise dos niveis do virus da imunodeficiéncia humana durante as diferentes fases da
sindrome de imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS). (TAN et al, 1994; FURTADO et al,
1995; HEID et al, 1996).

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real compreende duas reagdes
sequenciais que sdo a transcricdo reversa (RT) e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Ela
é a técnica preferida para analisar a expressdo de mRNA derivado de diversas fontes. Além
disso, € uma técnica facil de ser reproduzida, possui uma boa acuracia, apresentando
resultados confiaveis e ao mesmo tempo, rapidos. A sintese de DNA é feita com uma
transcriptase reversa que atua em RNA total ou numa fragdo enriquecida de RNA
poliadenilado. J& a reacdo de PCR ¢é feita com uma polimerase de DNA, tendo como molde o
cDNA da reacdo anterior. Para a atuacao de cada uma destas enzimas, é necessaria a presenca
de iniciadores de sintese (“primers”) cuja sequéncia vai condicionar a especificidade do
fragmento amplificado. Na reacdo da transcriptase reversa podem ser usados “primers”
especificos para o gene em analise, oligo(dT) ou, entdo, oligonucledtidos de constituicdo
aleatoria. Independentemente do tipo de “primers” usados na primeira rea¢do, no PCR
subsequente sdo sempre usados “primers” especificos para o gene em analise (OLIVEIRA,
2000, PFAFFL, 2001, NOVAIS, 2004).

Devido ao carater exponencial da reacdo de PCR, a sensibilidade desta técnica €
consideravelmente maior do que outras técnicas de andlise de expressdo génica (“Northern” e
ensaio de protecdo de ribonucleases), requerendo quantidades menores de RNA para analise.
Por outro lado, a contamina¢do do RNA por quantidades infimas de DNA gendmico leva a
falsos positivos ou a impossibilidade de distingdo da amplificacdo obtida a partir de cDNA ou
de DNA gendmico. Adicionalmente, as duas reacdes que constituem o PCR em tempo real,
sdo reacdes enzimdticas que dependem do emparelhamento de “primers”, sendo a sua
eficiéncia fortemente dependente de condi¢cdes ambientais como a temperatura, pH e forca
ibnica. Por isso, deve-se fazer um cuidadoso planejamento das reacdes, que deve passar pela
selecdo de um método apropriado de extracdo e purificagdo de RNA, escolha correta das
enzimas a utilizar, “design” dos “primers”, temperatura de atuagdo da transcriptase reversa e
programa de PCR (RAEYMAEKERS, 1995; NOVAIS, 2004; CARVALHO, 2010).

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima
DNApolimerase, a mesma que participa da replicacdo do material genético nas células. Esta
enzima sintetiza uma sequencia complementar de DNA, desde que um pequeno fragmento (o

iniciador, ou primer) ja esteja ligado a uma das cadeias do DNA no ponto escolhido para o



inicio da sintese. Os iniciadores definem a sequencia a ser replicada e o resultado obtido é a
amplificacdo de uma determinada sequencia DNA com bilhGes de copias (HEID, 1996;
OLIVEIRA, 2000).

Os equipamentos destinados a realizacdo de PCR em tempo real associam um
termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reagao de
amplificagdo. A metodologia utiliza os mesmos reagentes de uma PCR convencional
acrescido de fluorocromos, intercalados em cadeias de DNA (metodologia SybrGreen) ou
presentes em sondas de hibridizacdo especificas (metodologia TagMan). Na presenca de
produto amplificado, os fluorocromos, excitados por uma fonte de luz (laser), emitem um
sinal proporcional a quantidade de produto sintetizado que, por sua vez, serd proporcional a
guantidade inicial de sequéncias-alvo presentes na reacdo de amplificacdo
(RAEYMAEKERS, 1995; NOVAIS, 2004).

Os sinais sdo detectados por um sistema oéptico e analisados por software
especifico. Os sinais de fluorescéncias, produzidos a medida que o produto é amplificado, sdo
expressos graficamente (sinais de fluorescéncia versus numero de ciclos) permitindo
monitorar, em tempo real, a cinética e a eficiéncia da reacdo de amplificacdo. O ponto que
detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial é denominado de Cycle
Threshold (Ct) (OLIVEIRA, 2000; CARVALHO, 2010).

5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Devido a técnica do ELISA ter um alto nivel de sensibilidade e reprodutibilidade
e permitir automacao, tornou-se um método de eleicdo para exame de um grande nimero de
amostras. Tém-se varios tipos de ELISA, como o direto, indireto, duplo sanduiche direto e o
ELISA duplo sanduiche indireto. O Elisa se baseia na identificacdo de anticorpos e ou
antigenos, por anticorpos marcados com uma enzima, de maneira que esta enzima age sobre
um substrato e a reacdo faz com que o cromogeno (microorganismo que produz coloragdo no
meio onde se encontra) mude de cor. O produto da reacdo, além de colorido, é insoltvel para
nédo difundir do local da formagdo. Foi inicialmente desenvolvido por Engvall & Perlman e
por Van Weeman & Schuurse, posteriormente, muito utilizado como teste diagnostico em
varias doengas. Quando o sistema imunolégico do corpo encontra um antigeno especifico (por
exemplo, uma proteina caracteristica na superficie de um virus ou bactéria), os anticorpos que
sdo especificos para o antigeno interceptam-no com uma ligacéo fisica a ele em uma "chave e

fechadura”, neutralizando assim o antigeno. O ELISA é uma técnica fundamental para



avaliagdes imunologicas e bioguimicas, utilizada para detectar o antigeno ou anticorpo em
uma amostra, com base em intera¢cdes anticorpo-antigeno. Se um antigeno (ou da mesma
forma, um anticorpo) é detectada, um sinal é produzido na forma de uma mudanca
mensuravel (DANTAS, 2004).

O ELISA sanduiche é utilizado para detectar antigenos. Envolve primeiramente o
revestimento de placas de poliestireno com anticorpos de captura. Acrescenta-se entdo a
solucdo de antigenos, de forma que o antigeno se conjugue com o anticorpo de captura. 1sso é
seguido, ap6s uma lavagem, pela adicdo de um anticorpo especifico, uma antiglobulina
marcada com enzima e um substrato. Neste teste, a intensidade da reacdo de cor se relaciona

diretamente com a quantidade de antigeno conjugado (MEIRELLES, 2006).
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RESUMO

INTERLEUCINA-10 E ENDOTELINA-1 COMO BIOMARCADORES DE DOENCA
VALVAR REUMATICA

Objetivo: Avaliar o perfil imunoldgico e a expressdo génica de endotelina-1 em valvas
mitrais de pacientes com febre reumatica, originados de um servico de referéncia em cirurgia
cardiovascular.

Métodos: Este foi um estudo quantitativo, observacional e transversal. Trinta e cinco
individuos (divididos em quatro grupos) participaram do estudo, 25 deles com doenca
cardiaca reumatica cronica, além de 10 controles. A média de idade da amostra estudada foi
de 34,5 anos. Dezessete (48,58%) dos individuos eram homens, e 18 (51,42%) eram
mulheres. Mediu-se a citocina infamatoria 1L-10 e foram coletadas 10 valvas mitrais de
pacientes que se submeteram a primeira troca valvar para determinacdo da expressdo génica
de endotelina-1 pelo PCR real-time.

Resultados: Entre os grupos estudados (pacientes e controles), observou-se diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos niveis de IL-10 (p=0,002). Em relacdo a
endotelina-1, foi observada sua expressdéo em 70% das amostras. Quantitativamente, a
expressdo média de endotelina-1 foi de 62,85+25,63%.

Conclusdo: A citocina inflamatéria IL-10 participa da manutencdo da cronicidade da febre
reumatica em pacientes que se submeteram a troca valvar e naqueles que estdo em tratamento
médico. A expressao de endotelina-1 nas lesGes em valvas cardiacas de pacientes que foram
submetidos a troca valvar mitral confirma sua relacdo com a atividade inflamatéria na febre

reumatica.



ABSTRACT

INTERLEUKIN-10 AND ENDOTHELIN-1 AS BIOMARKERS OF RHEUMATIC
VALVE DISEASE

Objective: To evaluate the immunological profile and gene expression of endothelin-1 (ET-1)
in mitral valves of patients with rheumatic fever originated from a reference service in
cardiovascular surgery.

Methods: This was a quantitative, observational and cross-sectional study. Thirty-five
subjects (divided into four groups) participated in the study, 25 patients with chronic
rheumatic heart disease and ten control subjects. The mean age of the sample studied was 34.5
years. Seventeen of them (48.58%) were male and 18 (51.42%) were female. Inflammatory
cytokine IL-10 was measured and ten mitral valves of patients who underwent first valve
replacement were collected for determination of gene expression of endothelin-1 by real time
PCR.

Results: Among the groups studied (patients vs. controls), there was a statistically significant
difference in IL-10 levels (p=0.002). Expression of endothelin-1 was observed in 70% of
samples. Quantitatively, average of ET-1 expression was 62.85+25.63%.

Conclusion: Inflammatory cytokine IL-10 participates in the maintenance of chronicity of
rheumatic fever in patients who underwent valve replacement and those who are undergoing
medical treatment. The expression of endothelin-1 in heart valve lesions in patients
undergoing mitral valve replacement confirms its association with inflammatory activity in

rheumatic fever.



1 - INTRODUCAO

A Febre Reumatica (FR) constitui um grave problema de satde plblica. E uma
doenca reumatica e inflamatoria, de origem autoimune, que se da em resposta as infec¢bes por
estreptococos do Grupo A (Streptococcus pyogenes). Em escala global, este agente é
responsavel, anualmente, por aproximadamente 15,6 milhGes de casos de cardiopatia
reumatica, com 282 mil novos casos e 233 mil mortes a cada ano. Sob essa perspectiva, 0s
sistemas de salde apresentam elevados gastos com exames, cirurgias e frequentes
hospitalizagdes frequentes devido & insuficiéncia cardiaca congestiva [1-4].

A patogénese da FR envolve uma rede complexa de interacBes genéticas,
ambientais e imunoldgicas. Fatores genéticos predispdem individuos ao desenvolvimento de
reacOes autoimunes [5]. Citocinas sdo moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que enviam
diversos sinais estimulatérios, modulatérios ou inibitérios para as diferentes células do
sistema imunolégico. Estudos apontam que a resposta inflamatéria da FR aguda no tecido
cardiaco é gerada pelo mimetismo da proteina antigénica M levando a um infiltrado
abundante de células T CD4+ [5-7]. Isso leva a producdo de IL-10, que influencia de forma
decisiva na resposta imune dos pacientes com febre reumaética [8-12].

A endotelina é um peptideo vasoconstrictor muito potente. Este peptideo é
composto por 21 aminoécidos e apresenta trés isoformas. As trés formas foram denominadas
de endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3) [13,14]. A endotelina-1 é o
subtipo predominantemente produzido pelo endotélio cardiaco. Alguns estudos evidenciam
expressdo do gene da endotelina em valvas cardiacas de pacientes submetidos a troca valvar
cirrgica [15,16].

O acometimento cardiaco na FR aguda caracteriza-se na mais grave e mais
importante de todas as manifestacGes da doenca, tendo em vista a possibilidade de evolugéo
para a doenca valvar reumatica crénica ou para o obito. A valvopatia mitral reumatica mais
comum € a dupla disfuncdo ndo balanceada, ou seja, insuficiéncia e estenose em diferentes
estagios de evolucdo que podem levar a indicacdo de reparo ou troca cirtrgica da valva lesada
em criancas e jovens em idade produtiva [17,18].

O objetivo deste estudo foi comparar os niveis de IL-10 entre diferentes pacientes
com FR. Além disso, buscamos avaliar a expressdo génica de endotelina-1 em valvas mitrais

nativas substituidas.



2 - MATERIAIS E METODOS

Um estudo quantitativo, de campo, observacional e transversal foi realizado apds
a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade Federal de Sergipe
(CAAE 2344.0.000.107.10) e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos
participantes. Foram coletados dados socio-epidemioldgicos e sangue venoso periférico de 35
individuos, 25 pacientes portadores de FR e cardiopatia reumatica cronica (CRC), e 10
controles. Os diferentes grupos de pacientes com FR foram divididos da seguinte forma: G1
(dez pacientes com FR / CRC submetidos a primeira substituicdo valvar); G2 (cinco pacientes
com CRC submetidos a segunda substituicdo valvar); G3 (dez pacientes com FR em
tratamento clinico e acompanhamento médico regular, sem indicacdo de substituicdo valvar).
O grupo de controle (G4) consistiu em individuos saudaveis sem evidéncia de qualquer
doenca autoimune e que ndo usavam antibi6ticos no momento da coleta de dados. Os critérios
de exclusdo foram adultos maiores de 65 anos, mulheres gravidas e pacientes com doenga
autoimune. Todos os participantes responderam a um questionario clinico e socio-
epidemioldgico.

O tamanho da amostra foi determinado a partir da quantidade de cirurgias
realizadas no local onde esta pesquisa foi conduzida: 107 trocas valvares cirdrgicas em 2009
(75 trocas de valvas nativas e 32 segundas trocas valvares). Usando um nivel de confianca de
95% e um nivel de heterogeneidade de 99%, chegamos a 13 pacientes para o0 primeiro grupo e
11 para o segundo grupo. Houve dificuldades relacionadas a composicao do grupo 2 (segunda
substituicdo valvar) devido a progressdao natural da doenca (morte antes da segunda
substituigcdo valvar).

Perfil Epidemioldgico

Do total de individuos, 17 (48,57%) eram do sexo masculino e 18 (51,43%) eram
do sexo feminino. Dos 25 pacientes com FR / CRC, 13 (52%) eram do sexo feminino e 12
(48%) eram do sexo masculino. A idade média foi de 34,5 £ 2,56 anos. Entre os diferentes
grupos, G1 teve uma idade média de 43,7 £ 0,85 anos, G2 teve uma idade média de 40 + 8,91
anos e a média de idade de pacientes com FR / CRC sem indicacao de substituicdo cirurgica
(G3) foi de 33,70 + 2,56 anos. O grupo controle (G4) teve uma idade media de 21,6 = 0,52
anos (P = 0,0005).

Quanto a frequéncia dos sintomas, a dispneia foi o sintoma mais prevalente

(68%), seguido de dor toracica (16%), palpitacdes (8%) e edema de membros inferiores (8%).



Os dados ecocardiograficos evidenciaram acometimento da valva mitral em 64% dos
pacientes, seguido da lesdo dupla adrtica e mitral em 24% dos pacientes. Ndo houve
envolvimento das valvas pulmonares e tricspides. Em relacdo ao tipo de acometimento
valvar, observamos refluxo em 80% da amostra, seguido por estenose (68%), calcificacdo

(40%) e prolapso das cordas tendineas (4%).

Determinacdo da expressao génica de endotelina-1 pelo PCR em tempo real

Foram coletadas dez valvas mitrais de pacientes submetidos a primeira cirurgia de
substituicdo valvar (G1). Estas valvas foram armazenadas em solucdo de estabilizacdo de
RNA a -20°C. Para a extragdo do RNA total das valvas, utilizamos 30-40 ug de tecido valvar,
macerado manualmente na presenca de nitrogénio liquido, de acordo com o protocolo
recomendado pelo Mini Kit RNeasy Fibrous (QIAGEN®). O RNA total foi quantificado por
espectrofotometria em Nanodrop® (Thermo Scientific ™). A quantifica¢do foi realizada em
duplicata, obtendo-se a concentracdo média de RNA em ng/uL. Os valores de absorbancia
obtidos foram analisados de acordo com a seguinte formula: [RNA (ug/ml)] = 40 x A260 x
diluicdo / 1000 (Maniatis). A pureza foi avaliada pela razdo de valores de absorbancia obtidos
a 260 nm e 280 nm (A260/A280), e as amostras com valores entre 1,8 e 2,0 foram
consideradas viaveis. O cDNA das valvas foi obtido através da reacdo de transcriptase reversa
(TR). Para obter o cDNA, utilizamos 38,4 a 82,5 ng de RNA total de cada amostra de acordo
com o protocolo recomendado pelo QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN®). Os
cDNAs foram quantificados em Nanodrop® (Thermo Scientific ™).

O controle cDNA 1 (CT1) foi utilizado para gerar uma curva de calibracdo para a
eficiéncia dos iniciadores de ET1 e GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase).
A amostra de cDNA sofreu diluigcdes de 5x e 10x, e as rea¢Oes de PCR em tempo real foram
subsequentemente realizadas utilizando-se os iniciadores para ET-1 e GAPDH. Ao
utilizarmos os resultados da inclinagdo e o nimero de ciclos necessarios para aumentar em
10x a quantidade de moléculas, podemos calcular a eficiéncia das reacdes para ambos o0s
iniciadores com a formula: eficiéncia = 10 (-1 / inclinagdo) - 1. A expressdao do mRNA dos
genes alvo dos iniciadores de ET-1 e GAPDH foi quantificada com PCR em tempo real
utilizando-se o QuantiTect Primer Assay 10x (QIAGEN®). Realizaram-se rea¢des com 15 pl
do kit de PCR QuantiFast SYBR Green (Qiagen®). Depois disso, uma curva de dissociacao

foi executada para verificar a especificidade de cada par de iniciadores.



Os dados de PCR em tempo real foram tabulados e analisados pelo sistema
CFX96 Real Time System (BIORAD®) e os calculos da expressdo relativa foram realizados
pelo método Delta Ct (Pfaffl, 2001) [19], de acordo com a férmula:

I’atIO: ( Etarget) ACt target (control-treated)
(Eref) ACtref (control-treated)

Citocina IL-10

Coletamos 10 ml de sangue periférico, que foi centrifugado e armazenado a -
80°C, para dosagem de IL-10 através de ensaios imunoenzimaticos ELISA sanduiche
(eBioscience). As medicBes dessas citocinas seguiram as instrucdes fornecidas pelo
fabricante. Fontes de poliestireno distribuidos em tiras foram utilizados na adsorcdo de
anticorpos monoclonais especificos para cada citocina (100 uL / fonte) na concentracdo
apropriada. Este passo para a sensibilizagéo foi realizado durante a noite a 4°C e completado
apos cinco lavagens das fontes com a solucdo de lavagem fornecida pelo fabricante.
Posteriormente, o bloqueio de sitios livres residuais foi feito com 200 uL / fonte de diluente
durante uma hora a temperatura ambiente. As fontes foram novamente lavadas cinco vezes e
depois incubadas durante a noite a 4°C com 100 uL / fonte com padrdes e amostras
correspondentes a cada citocina.

Um novo ciclo de lavagem foi realizado, seguido da adi¢do de 100 uL / fonte de
anticorpo conjugado com biotina para deteccdo e incubacdo durante uma hora a temperatura
ambiente. Apos novas lavagens, as fontes foram incubadas com 100 ulL / fonte de conjugado
formado por estreptavidina marcada com peroxidase durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Ap6s uma nova rodada de lavagens, as rea¢fes foram desenvolvidas com 100 uL /
fonte de substrato (solucdo de tetrametilbenzidina contendo perdéxido de hidrogénio) durante
15 minutos a temperatura ambiente. Depois de parar a reacdo com 2N de HCI, a absorvancia
foi lida a 450 nm-570 nm em um leitor do ELISA. As concentra¢es de citocinas foram
determinadas no soro em pg/ml, utilizando as curvas padrdes previamente estabelecidas com

guantidades conhecidas de citocinas.

Anélises estatisticas
Para a distribuicdo das variaveis continuas, utilizamos os testes de D’Agostino,

Pearson e Kruskal-Wallis. Consideramos estatisticamente significativos os resultados das



analises com p < 0,05. As anélises estatisticas foram realizadas através do Graph Pad Prism
5.0 (GraphPad Software Inc., EUA).

3 - RESULTADOS

Determinacéo da expressao génica de endotelina-1 pelo PCR em tempo real

A quantidade média de RNA nas amostras foi de 65,75 + 19,72 ng/ul (Tabela 1).
As concentracdes médias de acido nucleico (RNA total) e cDNA foram de 20,60 + 26,84
ng/ul e 615,31 + 77,20 ng/ul, respectivamente (Tabela 1). Os valores médios de absorbéancia a
260 nm e 280 nm foram de 0,51 = 0,66 UA (A260) e 0,25 + 0,31 UA (A280),
respectivamente. A relacdo A260 / A280 foi de 1,79 £ 0,26 (Tabela 1).

Nas reacGes de PCR em tempo real, observou-se que a inclina¢do para ET-1
apareceu em -3,272 (R2 = 0,944), resultando em uma eficiéncia de 102,1%; e a inclinagédo do
GAPDH estava em -3,286 (R2 = 0,996), resultando em uma eficiéncia de 101,5%. De acordo
com esses calculos, as reacdes com ambos os iniciadores tém eficiéncia adequada. Depois de
gerar a curva de calibracdo e calcular a eficiéncia das reacdes, tracaram-se curvas de
dissociagdo para ambos os iniciadores, mostrando que ambos possuem especificidade.

Com base no protocolo padronizado para a curva de calibragdo, realizamos
amplificagbes para as reagbes com os iniciadores de ET-1 e GAPDH. Observamos a
expressao de ET-1 em sete das dez amostras coletadas. Quantitativamente, a expressdo média
do gene em relacdo a ET-1 foi de 62,85 * 25,63% (Figura 1).

Tabela 1. Quantificacdo do RNA total, cDNA e espectrofotometria a partir de valvas cardiacas

Conc. Média
Amostras Acido Nucleico cDNA total A260 A280 A260/A280
(ng/ml)

GAMO1 7,5 724.,8 0,178 0,097 1,835
GAMO02 66 659,3 1,686 0,82 2,056
GAMO03 45 573,9 0,123 0,087 1,413
GAMO04 75 565,4 1,805 0,878 2,055
GAMO05 18 594 0,435 0,212 2,051
GAMO06 11 760,5 0,253 0,139 1,82
GAMO7 3,2 617 0,076 0,05 1,52
GAMO8 3,3 547,1 0,111 0,072 1,54
GAMO09 3,5 588,6 0,115 0,072 1,597
GAM10 14 522,5 0,349 0,167 2,089

Média 20,6 615,31 0,5131 0,2594 1,7976

Desv Pad 26,84995345 77,20521643  0,6600568  0,3148898  0,26153997




Figura 1. Grafico mostrando a expressdo relativa de endotelina
(ET-1) nas amostras de valvas cardiacas 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 10.

1.2 -
1,0
10 1 08
0,8 - 0,7
0,6
06 1 05
0,4

04 - 03

012 | I l

0,0 B T T T T T T

2 4 5 6 7 8 10

Citocina IL-10

Os pacientes submetidos a primeira (G1) e a segunda substituicdo valvar (G2) apresentaram
uma concentracdo média da citocina IL-10 de 7,30 = 8 pg/ml e 8,07 £ 2,26 pg/ml,
respectivamente, enquanto nos pacientes com FR (G3) e no grupo controle, os valores foram
de 6,97 £ 1,68 pg/ml e 0,77 £ 1,68 pg/ml (p = 0,002), respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Gréfico mostrando a expressdo média da citocina IL-10 (Interleucina-10).
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4 - DISCUSSAO

A partir dos resultados apresentados, viu-se que 0s niveis séricos de IL-10
mostraram-se reduzidos quando comparados a um estudo anterior [20]. Ao analisarmos o
grupo de pacientes com FR / CRC (em comparacdo ao grupo controle), identificamos niveis
séricos elevados de IL-10.

Houve niveis mais elevados de IL-10 em pacientes que substituiram a valva mitral

nativa e nos pacientes com FR sem tratamento cirdrgico. Seus niveis foram diminuidos no



grupo controle, conforme esperado. Uma vez que a IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, os
resultados mostram que a resposta imune, para controlar o processo inflamatorio, desencadeia
lesGes valvares [12].

Situando a endotelina-1 na febre reumaética, varios estudos relataram altos niveis
séricos deste peptideo em pacientes com doenca reumatica, associada a mitogénese, fibrose e
atividade inflamatdria [14]. Chen et al. [21] relataram aumento dos niveis séricos de
endotelina-1 em pacientes com estenose mitral reumatica. No nosso estudo, ha expressdo
génica de endotelina-1 em valvas cardiacas danificadas de pacientes submetidos a substituicdo
valvar mitral, semelhante ao observado em outras amostras da populacdo brasileira. Nesse
sentido, Moura et al. [1] descobriram que 40,7% das valvas mitrais (fibrosadas e estenosadas)
substituidas em pacientes com FR apresentaram expressdo génica de ET-1 e, em nosso estudo
anterior [22], observamos a expressdo de ambos os receptores de endotelina (ETrA e ETrB)

em valvas mitrais reumaticas substituidas.

5 - CONCLUSAO

Concluimos que a citocina inflamatéria IL-10 participa na manutencdo do
processo de cronicidade da FR em pacientes submetidos a troca valvar e naqueles que estdo
em tratamento médico. Além disso, a presenca de expressdo génica de endotelina-1 foi

observada na maioria dos fragmentos valvares estudados.
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