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Resumo

Tiveron MG. Estudo biomolecular de produtos de Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi na etiopatogenia da degeneragao
mixomatosa da valva mitral [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2015.

Introducdo e Objetivo: A etiologia da degeneracdo mixomatosa (DM) da valva
mitral ainda nao esta totalmente esclarecida e pode ser dependente do tempo ou de
provaveis fatores ambientais, onde a interagdo de agentes infecciosos ainda nao foi
descrita. O objetivo deste estudo é a analise dos produtos dos patégenos da
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi em
segmentos de cuspide retirados da valva mitral com degeneracdo mixomatosa,
comparada ao grupo controle e a relagdo dos produtos bacterianos com aumento de
marcadores inflamatérios (CD20, CD45, CD68) e de metaloproteinase (MMP9) na
etiopatogenia da degeneracdo mixomatosa da valva mitral. Método: Analisamos 2
grupos contendo 20 pacientes cada e divididos em grupo 1, composto por
fragmentos de tecido valvar mitral com diagnéstico de degeneragdo mixomatosa e
grupo 2, formado por segmentos de valvas mitrais normais. Foram realizadas
coloragdes de hematoxilina e eosina e Movat para diagnéstico histologico da
degeneracdo mixomatosa e técnica de imunohistoquimica para detecgdo de
antigenos da Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae, mediadores
inflamatorios (CD20, CD45, CD68) e marcadores de metaloproteinase (MMP9). A
presenca de antigenos da Chlamydophila pneumoniae foi pesquisada pela técnica
de hibridizacdo in situ. A pesquisa de elementos bacterianos foi feita através de
microscopia eletrénica de transmissdo. Resultados: Houve um maior numero de
células CD20 positivas/mm? no grupo com DM com mediana igual a 17,8 (6,7 - 27,9)
x 4,6 (3,6 - 9,8) com p = 0,007 para a area 1. Houve maior numero de células CD45
positivas/mm? no grupo com DM com mediana igual a 17,3 (3,4 - 92,5) x 2,8 (1,4 -
10,1) com p = 0,008 para a area 1. Houve maior numero de células CD68
positivas/mm? no grupo controle (G2), porém sem significancia estatistica com
mediana igual a 38,7 (26,6 - 81,8) x 70 (42,7 - 120,4) com p = 0,098 para a area 1.
Em relacdo a presencga de antigenos de Mycoplasma pneumoniae, houve uma maior
area (um?) de antigenos detectados no grupo 1, quando comparadas com o grupo 2
com diferenga estatisticamente significante para as duas areas. Na area 1, mediana
de 180.993 (24.856 - 387.477) x 7.970 (2.736 - 15.992) com p < 0,001 e na area 2,
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mediana igual a 105.968 (2.503 - 416.585) x 7.190 (3.314 - 17.833) com p = 0,02. A
analise da presenca de antigenos de Chlamydophila pneumoniae demonstrou que
em ambas as areas, houve uma maior area (um?) de antigenos detectados no grupo
de valvas com degeneragdao mixomatosa, quando comparadas com O grupo
controle, porém sem diferenga estatistica com mediana para o G1 de 9.905 (4.716 -
16.912) x 5.864 (2.382 - 8.692) com p = 0,2 e para o G2, mediana de 3.199 (1.791 -
10.746) x 2.536 (683 - 6.125) com p = 0,3. Em relagado a presenga de antigenos de
Borrelia burgdorferi, houve uma maior area (um?) de antigenos detectados no grupo
2 em relagcédo ao grupo 1, em ambas as areas. Na area 1, mediana de 7.596 (3.203 -
13.519) x 10.584 (7.223 - 15.974) com p = 0,14 e na area 2, mediana igual a 5.991
(3.009 - 8.475) x 8.403 (1.626 - 27.887) com p = 0,47. Em relagdo a presenca da
metaloproteinase MMP9, observamos maior area (um?) de antigeno marcado de
MMP9 no grupo com degeneragao mixomatosa tanto na area 1 quanto na area 2,
com diferenca estatistica significante. Na area 1, mediana de 503.894 (202.428 -
938.072) x 269.244 (111.953 - 354.022) com p = 0,03. Na area 2, houve diferenca
estatistica representada pela mediana de 389.844 (214.459 - 679.711) x 144.397
(29.894 - 247.453) com p < 0,001. No grupo DM houve correlagdo positiva entre
Borrelia burgdorferi e porcentagem de DM com R = 0,52 e p = 0,018. Houve
correlagao positiva entre CD45 e Mycoplasma pneumoniae com R = 0,51 e p = 0,02
e entre a MMP9 e Mycoplasma pneumoniae com R = 0,45 e p = 0,04. Estas
correlagdes estiveram ausentes no grupo controle. Conclusées: Houve associagao
de agentes infecciosos Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi na
etiopatiopatogenia da degeneracdo mixomatosa da valva mitral. Houve relagao
positiva entre o marcador inflamatério CD45 e a metaloproteinase (MMP9) apenas
com a Mycoplasma pneumoniae, nas valvas com degeneragao mixomatosa. O

marcador inflamatoério CD68 foi encontrado em maior nimero no grupo controle.

Descritores: valva mitral, mixomatosa, Borrelia burgdorferi, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila  pneumoniae, metaloproteinases, marcadores

inflamatarios, prolapso da valva mitral.
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Summary

Tiveron MG. A biomolecular study on Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae and Borrelia burgdorferi products in myxoid mitral valve degeneration
etiopathogenesis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2015.

Background: The etiology of myxomatous mitral valve degeneration (MVD) is not
fully understood and may depend on time or environmental factors for which the
interaction of infectious agents has not been documented.

The purpose of this study is the analysis of the pathogens products of Chlamydophila
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae and Borrelia burgdorferi in removed cusp
segments of the mitral valve with myxoid degeneration, compared to the control
group and the ratio of bacterial products with increased inflammatory markers (CD20,
CD45, CD68) and metalloproteinase (MMP9) in the pathogenesis of myxomatous
degeneration of the mitral valve. Method: Observational, analytical, case-control
study which analyzed 2 groups of 20 patients each and divided in group 1, consisting
of fragments of mitral valve tissue with diagnosis of myxomatous degeneration and
group 2, formed by segments of normal mitral valves. Hematoxylin and eosin and
Movat stains were done for histological diagnosis of myxoid degeneration and
immunohistochemical technique for the detection of Borrelia burgdorferi,
Mycoplasma pneumonia antigens, inflammatory mediators (CD20, CD45, CD68) and
markers of metalloproteinase (MMP9). The presence of Chlamydophila pneumoniae
antigens was verified through an in situ hybridization technique. The research of
bacterial elements was performed by a transmission electron microscopy. Results:
There was an increased number of CD20 cells/mm? in myxomatous degeneration
group (G1) with a median of 17.8 (6.7 - 27.9) x 4.6 (3.6 - 9.8) with p = 0.007 for the
area 1. There was a higher number of CD45 cells/mm? in myxomatous degeneration
group (G1) with a median of 17.3 (3.4 - 92.5) x 2.8 (1.4 - 10.1) with p = 0.008 for the
area 1. There was a higher number of CD68 cells/mm? in control group (G2) without
a statistically significant difference, with a median of 38.7 (26.6 - 81.8) x 70 (42.7 -
120.4) with p = 0,098 for the area 1. In quantifying Mycoplasma pneumoniae we
observed a higher area (um?) antigen marked by, there was a higher amount of
antigen detected in myxomatous degeneration group. In area 1, a median of 180,993
(24,856 - 387,477) x 7,970 (2,736 - 15,992) with p < 0.001 and in area 2, a median of
105,968 (2,503 - 416,585) x 7,190 (3,314 - 17,833) with p = 0.02. The analysis of the
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presence of Chlamydophila pneumoniae antigens showed that in both area, there
was a larger area (um?) antigens detected in the group of valves with MD when
compared with the control group, but without significant differences with median for
the G1 of 9,905 (4,716 - 16,912) x 5,864 (2,382 - 8,692), with p = 0.2 and the G2,
median 3,199 (1,791 - 10,746) x 2,536 (683 - 6,125) with p = 0.3. Regarding the
presence of Borrelia burgdorferi antigens, there was a greater area (um?®) antigens
detected in group 2 than in group 1, in both areas. In one area, median 7,596 (3,203
- 13,519) x 10,584 (7,223 - 15,974), with p = 0.14 and in area 2, a median of 5,991
(3,009 - 8,475) x 8,403 (1,626 - 27,887) with p = 0.47. Regarding the presence of
metalloproteinase MMP9, we observed a higher area (um?) antigen marked by
MMP9 in the group with MD both in area 1 and area 2, with statistically significant
difference. In area 1, median of 503,894 (202,428 - 938,072) x 269,244 (111,953 -
354,022), p = 0.03. In area 2, median 389,844 (214,459 - 679,711) x 144,397 (29,894
- 247,453) with p < 0.001. In the DM group there was a positive correlation between
Borrelia burgdorferi and the percentage of MD with R = 0.52 and p = 0.018. There

was a positive correlation between CD45 and Mycoplasma pneumoniae with R

0.51 and p = 0.02 and MMP9 with Mycoplasma pneumoniae with R = 0.45 and p
0.04. These correlations were absent in the control group. Conclusions: There was
an association of infectious agents Mycoplasma pneumoniae and Borrelia burgdorferi
in etiopathogeny of myxoid degeneration of the mitral valve. There was a positive
relationship between the inflammatory marker CD45 and metalloproteinase (MMP9)
only with Mycoplasma pneumoniae. The inflammatory marker CD68 was found in

greater numbers in the control group.

Descriptors: mitral valve, myxomatous, Borrelia burgdorferi Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, metalloproteinases, inflammatory

markers, mitral valve prolpse.
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Em 1960, John B. Barlow reconheceu, pela primeira vez, através da
cineangiografia ventricular esquerda, a origem do sopro mitral sistdlico
frequentemente associado com “click” [1]. Posteriormente Criley denominou esta
alteragcdo como prolapso da valva mitral (PVM), cuja principal caracteristica é o
abaulamento de um segmento valvar para dentro do atrio esquerdo durante a sistole
ventricular [2]. O prolapso da valva mitral tem como substrato anatémico a
degeneragao mixomatosa (DM) que afeta a matriz valvar.

A degeneracdo mixomatosa se caracteriza por apresentar uma
anormalidade estrutural da valva mitral, que resulta de um defeito no colageno que
compde a matriz valvar e leva a um alongamento das cordas tendineas e ao
espessamento das cuspides, tornando-as mais redundantes [2-4]. A valva
tipicamente mixomatosa se apresenta como uma estrutura frouxa, com folhetos
grosseiros, espessados e redundantes, com area total aumentada com aspecto de
concha ou cupula (Figura 1). O segmento mais afetado é a regiao intermediaria da
cuspide posterior (1/3 médio da cuspide posterior), porém pode haver
comprometimento de ambas as cuspides, associadas ou n&o.

A DM ocorre pelo comprometimento da matriz valvar, devido a alteragdo em
sua composicao tecidual provocada pelo desequilibrio na quantidade de acidos
mucopolissacarideos ou glicosaminoglicanos, havendo um acumulo de

glicosaminoglicanos na camada esponjosa [5,6].
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Figura1 - Visdo Macroscopica da valva mitral com degeneragao mixomatosa.
Fotografia cedida pela Prof. Dra. Vera Demarchi Aiello.

A degeneracdao mixomatosa € a patologia mais frequente da valva mitral nos
paises desenvolvidos. Com a evolugdo tecnoldogica da ecocardiografia, principal
método diagndstico, sua prevaléncia na populagao geral é estimada entre 2 e 3 %, e
esta igualmente distribuida entre homens e mulheres [7]. No Brasil, em estudo
publicado pelo grupo de cirurgia valvar do Instituto do Coragdao do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (InCor-
HC/FMSUP), a degeneragcédo mixomatosa representou cerca de 25,9% da etiologia
em um grupo de pacientes submetidos a plastica da valva mitral [8].

Sua etiologia ainda nao esta totalmente esclarecida, podendo ocorrer em
formas familiares com transmissao autossémica dominante de penetrancia variavel,
que pode ser dependente do tempo ou de provaveis fatores ambientais ou habitos
corporais como baixo indice de massa corporal [3,9] (Figura 2). Além disso, o
desequilibrio autondmico das terminagdes nervosas valvares e a agao das
metaloproteinases na degradacao do colageno podem contribuir para acentuar a

degeneracao da matriz valvar.
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Patogenia da valvopatia mitral degenerativa

.. Células intersticiais .
Stress mecanico | Modhdagio fenotigica 4 Anormalidades
¥ Enzimas proteoliticas genéticas
Ativagio
Proliferagsio

Remodelamento da Matriz
Degradagio do coldgeno

Fragmentagio da elastina

Aciimulo de glicosaminoglicanas

Degenera;a'?'o'Mixomatosa

Expansdodas ciispides

Complicagoes Clinicas

Figura 2 — Diagrama da patogenia da degeneracdo mixomatosa da valva mitral.
Adaptado de Rabkin et al. [23].

Dentre os fatores ambientais, a participacdo de agentes infecciosos na
génese da DM, etiologia ainda nao descrita na literatura, pode de alguma forma
contribuir para o aumento do grau da inflamacédo valvar e de degradacdo do
colageno. A presencga de bactérias em simbiose se associa a formagao de lesdo ao
tecido. Na placa de ateroma, a participacédo das bactérias Mycoplasma pneumoniae
(Mp) e Chlamydophila pneumoniae (Cp), levou a proliferacdo de ambas, com
inflamacao, degradacado do colageno e formacao da placa vulneravel [10,11]. Na

valva adrtica, a proliferacdo de Chlamydophila pneumoniae e de Mycoplasma
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pneumoniae se associou a calcificagdo do tecido, com consequente estenose da
valva adrtica [12,13].

Neste mesmo estudo que mostrou a participagdo de microrganismos no
desenvolvimento de doencas cronicas inflamatdrias, degenerativas e consumptivas,
fazendo uma comparacao entre varias doengas valvares, incluindo o prolapso da
valva mitral, observou-se, por meio da microscopia eletrénica, uma alta incidéncia de
formas de Borrelia burgdorferi (Bb). (informagao verbal®).

Este trabalho abordou de forma geral a presenga de agentes infecciosos
nesta patologia e a possivel participagéo patogenética de tais agentes, assunto este
qgue ainda nunca havia sido investigado; isto foi, sem duvida, o grande motivo pelo
qual desenvolvemos este trabalho na tentativa de preencher esta lacuna na

etiopatogenia da degeneragao mixomatosa.

! informacgéao recebida por Higuchi em Sao Paulo, em 2013.



2 Aspectos gerais da literatura




Aspectos gerais da literatura 7

Do ponto de vista clinico, a degeneracdo mixomatosa € a causa mais
frequente de ruptura de cordas tendineas, que leva a insuficiéncia mitral aguda ou
cronica e ocorre em taxas de 11,7% [14]. O diagndstico clinico é realizado através
da ausculta no foco mitral de um clique na mesossistole ou telessistole, com timbre
mais rude, diferente das bulhas. A ecocardiografia bidimensional transtoracica ou
transesofagica € o principal método diagndstico, além de permitir uma analise
detalhada da anatomia para auxiliar no planejamento da técnica cirurgica [15,16]. O
tratamento envolve medidas comportamentais como acompanhamento clinico,
realizacdo de ecocardiograma periddico, manutencdo de boa saude bucal e
realizacdo de profilaxia para endocardite infecciosa em situagdes especificas. O
tratamento cirurgico esta indicado na presenga de sintomas, disfungao de ventriculo
esquerdo (VE) com fracao de ejecdo (FE) entre 30 e 60 %, remodelamento
ventricular esquerdo (didmetro sistolico final =2 40 mm), presenca de hipertensao
pulmonar grave ou ocorréncia de fibrilagao atrial durante 0 acompanhamento clinico
[17]. Para corregao cirurgica do prolapso, tanto a troca valvar por bioprétese ou
proétese mecanica quanto a plastica valvar podem ser realizadas e dependem da
condi¢cdo da anatomia valvar e da experiéncia do cirurgido. A plastica valvar alcanca
melhores resultados em relagédo a substituicdo por protese por preservar o aparelho
valvar mitral, apresentando curvas livres de reoperagdo maiores que 10 anos

[18,19].
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21 Anatomia e histologia da valva mitral

Histologicamente, a valva mitral €& formada por células intersticiais
entremeadas por trés laminas de tecido bem definidas: (1) camada fibrosa, que é
composta predominantemente de fibras colagenas densas dispostas paralelamente
a borda livre da cuspide; (2) camada de tecido esponjoso localizado centralmente, o
qual é composto por colageno e proteoglicanos dispostos frouxamente; e (3)
camada atrial, que é composta por fibras elasticas (Figura 3A). As células
intersticiais, semelhantes a fibroblastos, sintetizam e secretam citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular (colageno,
elastina, proteoglicanas e glicosaminoglicanas), metaloproteinases de matriz e seus
inibidores que modulam a matriz. Além disso, apresentam um importante papel
imunomodulador [20] (Figura 4). O numero destas células diminui com a idade e

esta reducao é acompanhada pela degeneragao das fibras de colageno [21-22].

2.2 Aspectos microscopicos da degeneragcao mixomatosa

Do ponto de vista histopatolégico, as valvas mixomatosas mostram: (1)
expansao da camada esponjosa por perda da matriz extracelular rica em
proteoglicanos; (2) diminuicao das fibras colagenas da camada fibrosa; e (3) a

fragmentacao da elastina na camada atrial (Figura 3B).



Aspectos gerais da literatura 9

Figura 3 — Histologia da valva mitral normal (A) e com degeneragao mixomatosa
(B). a:camada atrial, b:camada esponjosa, c:camada fibrosa. Nota-se,
através da coloracdo Movat, a camada esponjosa corada em azul
fortemenente positivo para proteoglicanos. A- caso 34 e B- caso 29.
Barra de 500um.

A valva mitral apresenta uma distorcdo em sua arquitetura e nos
componentes da matriz extracelular, exibindo caracteristicas celulares de
miofibroblasto ativado, niveis elevados de enzimas proteoliticas e aumento da
camada esponjosa, apesar de manter a capacidade de expressar o colageno
intersticial. H4 uma fibroelastose da camada atrial, acimulo de material mucoide nas
camadas fibrosa e esponjosa e auséncia de células musculares cardiacas na porgao
basal das cuspides. Outras células presentes sdo células musculares lisas,
fibroblastos e células granulares contendo fibrilas de colageno intracelular. As valvas
apresentam focos de alteracbes caracterizadas por dissolugdo das fibras de
colageno e pela presenca de fibras colagenas torcidas. As fibras elasticas mostram
espacos cisticos, fragmentacado e dissolugao. Assim, todos os tipos de elementos
extracelulares de tecido conectivo sdo alterados nestas valvas. As alteragbes na

estrutura do colageno podem ser mais importantes do que o acumulo de material
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mucoide na patogénese do prolapso das cuspides valvares. Isto sugere que o
desequilibrio do metabolismo da matriz modula as anormalidades do colageno e dos
outros componentes da matriz extracelular, e que ha um excesso de atividade
colagenolitica e uma menor sintese de colageno [23]. Nasuti et al. compararam
valvas mitrais normais com valvas com degeneragcao mixomatosa e com doencga
reumatica, e encontraram uma distribuicdo anormal de fibrilina na degeneragao

mixomatosa da valva mitral [24].

Figura 4 — Identificagdo de célula valvar intersticial. Ffibroblasto em meio a matriz
valvar apresentado formato alongado e com nucleo delimitado por
membrana (célula eucarionte). Caso 39. Barra de 2 um.
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2.3 Desequilibrio autonémico e alteragées genéticas

Além das alteragdes da matriz extracelular, recentes trabalhos detectaram
alteragbes em terminagdes nervosas de valvas mitrais acometidas pela degeneragao
mixomatosa. A regido subendocardica da face atrial e a por¢gdo média das valvas
mitrais sao ricas em terminacdes nervosas e estudos recentes ja identificaram estas
fibras nervosas, que podem ser divididas em fibras aferentes, tais como o peptideo
relacionado com o gene da calcitonina, e as fibras eferentes, incluindo norepinefrina
e 0 neuropeptideo Y [25,26]. Em estudo experimental, Imataka et al. observaram
lesbes mitrais valvares e de musculos papilares apds a manipulagdo do nervo vago
[27]. Outros estudos reforcam esta hipdtese devido a associagao de pacientes com
neuropatia autonémica diabética e prolapso de valvula mitral e pelo fato de que os
pacientes com insuficiéncia mitral por prolapso podem, em certa medida, responder
a administracdo de bloqueadores dos receptores adrenérgicos [28,29]. Estas
evidéncias sugerem que o tdnus autondmico desequilibrado pode desempenhar um
papel fundamental na ocorréncia e progressdao do prolapso da valva mitral. O
sistema noradrenérgico desempenha um papel importante no desencadeamento da
plasticidade quimica associada com a plasticidade estrutural. De varios sistemas
organicos, o numero de células positivas e atividade gelatinolitica de
metaloproteinas (MMP) MMP2 e MMP9 apresentaram niveis significativamente mais
elevados apds o tratamento com noradrenalina [30,31]. Portanto, a disfuncao
autondmica destas terminagdes nervosas pode estar envolvida na etiologia da
degeneracdao mixomatosa, apresentando um papel facilitador na patogénese do

prolapso mitral. O desequilibrio autonédmico das valvas mitrais da origem a uma



Aspectos gerais da literatura 12

by

situacdo de hipersensibilidade ou de susceptibilidade a remodelagem da matriz
extracelular e do fendtipo dos componentes celulares [32].

A mutagcdo genética autossbmica dominante tem sido proposta como
responsavel pela origem do prolapso da valva mitral. Pesquisas tém sido
desenvolvidas para isolar os genes ligados ao PVM primario. Além dos
cromossomos 11 e 16, foram identificados novos /loci no cromossomo 13 de casos

familiares de PVM [33-36].

24 Acao das metaloproteinases

As metaloproteinases, enzimas que incluem colagenases intersticiais e
gelatinases, estao envolvidas no dano a matriz tanto em valvas normais quanto em
valvas acometidas por doengas cardiovasculares associadas a aterosclerose e aos
aneurismas aorticos [37-40]. As colagenases intersticiais medeiam o passo inicial da
degradacao do colageno pela quebra da hélice nativa da rede de colageno fibrilar,
sendo o tipo | o0 mais abundante, o qual compreende 70% do total do colageno nas
valvas [41]. Recentes trabalhos mostram que estas enzimas degradadoras de
colageno e seus inibidores estdo envolvidos no processo de degeneragao
mixomatosa [42,43]. Células inflamatdrias, como fibrocitos marcados com CD34",
tém sido encontradas em maiores quantidades em valvas com DM, principalmente
na camada esponjosa funcionando como fonte de metaloproteinases como o MMP9,
sendo crucial para o desenvolvimento da degeneragcdo mixomatosa da valva mitral

[6,44].
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Na maior parte dos tecidos, a degradagcdo da matriz extracelular ocorre
através da agao de metaloproteinases de matriz e de cisteina (endoproteases
catepsinas). Em valvas cardiacas, a rigorosa regulacdo da homeostase da matriz
mantém a arquitetura funcional da valva normal. Assim, propde-se que a perda da
regulacdo do metabolismo da matriz modula as anormalidades do colageno e de
outras matrizes extracelulares em valvulas cardiacas com degeneracdo mixomatosa
[40-45]. Além disso, ha um aumento da densidade celular na camada esponjosa,
aproximadamente o triplo, quando comparada com a valva normal. Além da
presenga de metaloproteinases na matriz valvar, as células intersticiais com
degeneracdo mixomatosa contém altos niveis de enzimas catabdlicas quando
comparadas com valvas normais, especialmente as colagenases. Analises semi-
guantitativas mostram que os niveis de MMP1, MMP2, MMP9 e MMP13 nas valvas
com degeneragao mixomatosa sao significativamente maiores que na valva normal.
Em valvas normais, macréfagos dispersos podem ser responsaveis por baixos niveis
de enzimas proteoliticas [23].

Varias linhas de pesquisa sugerem que as células intersticiais valvares
medeiam a degradagao da matriz extracelular em muitas doencgas degenerativas. A
estimulacado dessas células, de alguma forma, provoca mensageiros extracelulares

que, por sua vez, induzem células intersticiais a iniciar a degradagao da matriz [46].

2.5 Acéao de agentes infecciosos

Além dos fatores classicamente associados a aterosclerose, agentes

infecciosos como a Chlamydophila pneumoniae e o Mycoplasma pneumoniae
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encontrados em grande quantidade nas placas de aterosclerose vulneraveis e
também relacionados a polimorfismos genéticos podem participar da inflamacéao
presente nas valvopatias [10,47,48]. Trabalhos anteriores ja descreveram a
associacao de antigenos de Chlamydophila pneumoniae com 0S processos
inflamatorios das lesées da valva adrtica e nos nédulos de calcificagao, também em
associacdo com Mycoplasma pneumoniae [12,13,49,50].

A Chlamydophila pneumoniae é uma bactéria gram negativa com
transmissao pela saliva através do contato pessoal com mucosas ou pela inalagao
de aerossois contaminados. Esta relacionada com infecgdes pulmonares e tem sido
associada com doenca cardiaca crbénica e infarto agudo do miocardio [51]. Este
patdogeno apresenta caracteristicas microbioldgicas especiais, pois tem um tamanho
bem menor quando comparado a outras bactérias e sua reproducdo ocorre no
interior das células do hospedeiro e depende da adenosina trifosfato (ATP) celular,
uma vez que nao é capaz de se reproduzir. Apresenta dois fenoétipos, os corpos
elementares e os corpos reticulados. Os corpos elementares podem ser
extracelulares e representam a forma infecciosa. A reproducdo dos corpos
elementares so € possivel dentro das células hospedeiras. As células hospedeiras
fagocitam os corpos elementares, que no intracelular se transformam em corpos
reticulados, e estes se submetem a divisdo. Os corpos elementares sao, assim,
infecciosos, e os corpos reticulados, reprodutivos. Alguns corpos reticulados podem
retornar a forma de corpos elementares, que sao liberados posteriormente para
sediar a lise celular. Os corpos elementares liberados infestam, entdo, novas células
hospedeiras. O diagndstico soroldgico apresenta limitagdes importantes havendo
uma discrepancia entre os achados sorologicos e a detecgao utilizando técnica de

reacao em cadeia de polimerase (PCR) [52]. A Chlamydophila pneumoniae pode ser
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identificada em liquido sinovial e no liquor encéfalo-raquidiano por esta mesma
técnica [53,54]. Sua participagcdo como agente infeccioso coadjuvante em doencgas
cardiovasculares, especialmente em aneurismas aorticos, foi recentemente
estudada e mostrou relagdo positiva com exacerbacao de atividade inflamatdria na
adventicia destes vasos e interferéncia em inibidores de metaloproteinases que
contribuem para a dilatagdo do vaso sanguineo [55].

A Mycoplasma pneumoniae é uma pequena bactéria extracelular desprovida
de parede celular de glicopeptideos. Como alternativa, possui uma membrana
celular de esterol, obtido a partir de substancias do hospedeiro, acumuladas em
simples estruturas. E a principal responsavel pela pneumonia atipica e pode cursar
com manifestagdes extra-pulmonares como artrite, hepatite e cardite. Quando atua
em simbiose com a Chlamydophila pneumoniae ha uma exacerbacao da inflamacéao
em doencgas cardiovasculares [54]. As manifestacdes cardiacas mais comuns sao as
arritmias, o bloqueio atrio-ventricular e a miocardite [56]. Assim como a
Chlamydophila pneumoniae, também apresenta dificuldade na detecgao sorolégica,
especialmente para as manifestagcbes sistémicas, e esta sé é positiva apds varias
semanas do inicio do quadro clinico [57].

A Borrelia burgdorferi, sensu lato, € uma bactéria gram negativa, anaerobia,
com forma de espiroqueta, que, quando transmitida pelo carrapato do grupo Ixodes
ricinusse, torna-se o principal agente causador da doenca de Lyme. Esta infecgao,
qgue tem como principal manifestagao clinica o eritema migratério, apresenta, entre 4
e 10 % dos casos, manifestacdo cardiaca caracterizada por uma cardite cuja
principal manifestacao é o bloqueio atrioventricular. A deteccao laboratorial se da por
meio de anticorpos especificos contra a espiroqueta ou pela utilizagao da técnica de

PCR no sangue, no liquido articular ou no tecido suspeito [58]. Em recente estudo,
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Palecek et al., analisando casos de cardiomiopatia dilatada, realizaram bidpsias
miocardicas em 39 pacientes que estavam sem diagndstico etioldgico e encontraram
em 21% deles a presenca de Borrelia burgdorferi. Durante o desenvolvimento da
doencga de Lyme, pode haver co-infecgdes causadas por varias bactérias incluindo a
Chlamydophila pneumoniae e a Mycoplasma pneumoniae [59].

Em comparacdo com as ceélulas intersticiais, as bactérias, seres
procariontes, ndo possuem separacao entre citoplasma e o nucleo, e a cromatina

fica dispersa em meio ao citoplasma.
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3.1 Objetivo Primario

Analise dos produtos dos patdégenos da Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi em segmentos de cuspide retirados

da valva mitral com degeneragdo mixomatosa, comparado ao grupo controle.

3.2 Objetivo Secundario

Analise da relacdo dos produtos bacterianos com aumento de marcadores

inflamatorios (CD20, CD48, CD68) e de metaloproteinase (MMP9) na etiopatogenia

da degeneracao mixomatosa da valva mitral.



4 Métodos
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4.1 Desenho da pesquisa

Estudo observacional, analitico, tipo caso-controle, aprovado pela Comissao
Cientifica do Instituto do Coragdo e pela Comisséo de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) sob o numero de protocolo
0029/04, renovado em 2012 (Anexo 8.1). Todos os pacientes ou familiares
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexos 8.2 e 8.3). O trabalho
foi executado com recursos financiados pela FAPESP, com o projeto de pesquisa
numero 2014/04383-4.

O estudo analisou dois grupos: grupo 1, composto por fragmentos de tecido
valvar mitral com diagndstico de degeneragdo mixomatosa extraidos em
procedimentos de troca ou plasticas valvares mitrais; grupo 2, formado por

segmentos de valvas mitrais sem degeneragao mixomatosa.

4.2 Ambientagao da pesquisa

Os segmentos valvares do grupo 1 foram coletados em procedimentos
cirargicos realizados no InCor/HC-FMUSP. Os fragmentos valvares do grupo 2 foram
coletados no Servico de Verificagdo de Obitos (SVO) da Faculdade de Medicina de
Marilia (FAMEMA) e encaminhados ao laboratério de patologia cardiaca do InCor-

HCFMSUP. A execucao das técnicas de histologia convencional, imunohistoquimica
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e hibridizacdo in situ ocorreu no laboratério de patologia cardiaca do InCor/HC-
FMSUP e a microscopia eletrénica de transmisséo, na Faculdade de Medicina da

USP.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

A populagao desse estudo compreendeu pacientes admitidos no InCor/HC-
FMSUP, encaminhados para unidade de valvopatia cirdrgica, com idade maior ou
igual a 18 anos, com diagndstico clinico e ecocardiografico de insuficiéncia mitral
causada por prolapso valvar com indicagao cirurgica de troca ou plastica valvar. O
critério utilizado para o diagndstico de prolapso da valva mitral foi a constatacéao de
sopro sistolico em foco mitral através do exame clinico, complementado pelo
ecocardiograma transtoracico que evidenciasse abaulamento de uma ou ambas as
cuspides de pelo menos 2 mm além do plano do anel valvar mitral, independente da
sua espessura. O grupo controle teve base na coleta do segmento medial da
cuspide posterior de valva mitral em pacientes cadaveres sem histéria conhecida de
cardiopatia valvar congénita ou adquirida admitidos no SVO da cidade de Marilia.

Os critérios de exclusao foram:

* Qutras doencgas cardiovasculares que tivessem indicagao cirurgica.
Sao exemplos: a doenga coronariana obstrutiva, aneurismas de
ventriculo esquerdo, anomalias cardiacas congénitas ciandticas ou

acianoticas;
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* Reoperacgado valvar, mesmo tendo sido a primeira cirurgia em valva
outra que nao a mitral (ou seja, mesmo que o paciente possuisse
valva mitral ainda nativa);

* Doenga cardiaca valvar congénita ou adquirida conhecida nos
pacientes cadaveres pertencentes ao grupo controle;

* N&o concordancia do paciente ou representante legal em participar do

estudo.

4.4 Procedimentos cirurgicos e analiticos

O procedimento cirurgico foi realizado apds coleta de exames laboratoriais
sumarios (bioquimica sanguinea e hemograma; ecocardiograma transtoracico;
cineangiocoronariografia para aqueles com idade superior a 40 anos ou com
necessidade de estudo mais aprofundado de pressdes intracardiacas). Em centro
cirargico, o paciente foi submetido a anestesia geral, esternotomia mediana,
heparinizagdo plena e canulagdo venosa bicaval e arterial na aorta ascendente.
Colocado sob circulagédo extracorpérea, apds o pincamento da aorta e realizacdo de
cardioplegia sanguinea hipotérmica, teve o atrio esquerdo aberto e a valva mitral
identificada e analisada. Durante a abordagem da valva mitral foi coletado o
segmento valvar comprometido e este foi imediatamente armazenado e
encaminhado ao laboratério de patologia cardiaca. O procedimento sobre a valva
mitral foi realizado, o atrio esquerdo fechado, seguido da saida da circulagao
extracorpdrea, quando o coragao apresentasse boas condigdes de contratilidade e o

paciente estivesse estavel hemodinamicamente.
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No Servico de Verificagdo de Obito, foi realizada a toracotomia, disseccao
das estruturas até abertura do pericardio seguido da retirada do coragao para
analise macroscopica. Houve ressecgdo de um segmento da cuspide posterior (P2),
sendo este armazenado em frasco com formol a 10% e enviado ao laboratério de
patologia cardiaca do InCor. O fragmento valvar s6 foi coletado apds sua analise
macroscopica realizada pelo pesquisador e pelo patologista que realizou a necropsia
e se ambos concordassem que a valva era anatomicamente normal.

Do segmento ressecado, medindo em torno de 2 x 2 cm?, preparamos as
ldminas contendo um fragmento com corte de 5 micrOmetros para analise
histoldgica, imunohistoquimica e de hibridizagao in situ. Em cada uma das amostras
pré-determinadas, foram analisadas duas areas, designadas area 1 e area 2 (Figura

5).
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Figura 5 — Detalhes da coleta do segmento valvar e das areas analisadas. A |lamina
posicionada a esquerda representa um segmento valvar do grupo
controle. A Iamina posicionada a direita representa um segmento valvar
do grupo degeneragao mixomatosa.

Estudamos 20 (vinte) fragmentos de cada grupo através das seguintes
técnicas: coloragbes de hematoxilina e eosina (H&E) e Movat para diagndstico
histologico da degeneracao mixomatosa e técnica de imunohistoquimica (IQ) para
deteccdo de antigenos da Borrelia burgerdorferi, Mycoplasma pneumoniae,
mediadores inflamatdrios (CD20, CD45, CD68) e marcador de antigeno de
colagenase (MMP9) seguindo protocolo especifico (Tabela 1 e Anexo 8.4). A
detecgdo de antigenos da Chlamydophila pneumoniae foi feita pela técnica de

hibridizagao in situ seguindo protocolo especifico (Anexo 8.5). Na coloracao H&E

(Anexo 8.6) foram feitas as analises de quantidade de fibrose, calcificagao e areas
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de degeneragao mucoide. A coloracdo Movat, desenvolvida por Henry Zoltan Movat
em 1955, tem a propriedade de analisar elementos do tecido conectivo diferenciando
manchas de colageno, elastina e proteoglicanos, além de avaliar a presenca de

tecido comprometido pela degeneragcdo mixomatosa [60].

Tabela 1 — Anticorpos utilizados.

Anticorpo Clone Recuperagdao do Diluigdao do Controle Marca
primario (codigo) antigeno anticorpo
primario
CD68 KP1 TRIS/EDTA Formol B08/313-1 DAKO/IgG
C6d.:M0814 Ph 9,0 1/3.200
Borrelia Coelho TRIS/EDTA Formol 1/300 A96/08 ABCAM
Céd.:ab34970 Ph 9,0 Miocardio +
para
Borrelia
Mycoplasma Coelho CITRATO Formol 1/100 P4/08 FITZGERALD
Cdd.:10MR54 Ph 6,0 Aneurisma
CD20 L26 TRIS/EDTA Formol AMF DAKO/IgG
C6d.:M0755 Ph 9,0 1/1000 Amigdala
CD45-RO VCHL TRIS/EDTA Formol 1/125 AMF DAKO/IgG
Céd.:M0742 Ph 9,0 Amigdala
MMP9 Coelho SEM Formol P4/08 NEO MARKERS

Cod..RB1539p RECUPERACAO 1/3.200 Aneurisma

Apds o processamento imunohistoquimico, as laminas foram escaneadas
através do aparelho Scanscope CS System (Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA),
com uma objetiva Olympus UPlanSApo 20x com especificagdes 20x/0.75, acoplada
ao escaner, gerando arquivos de imagem. As imagens digitalizadas foram
analisadas através do programa Aperio ImageScope View Software (Aperio
Tecnologies, Inc., CA, USA), uma nova tecnologia que dispensa o uso do
microscopio 6ptico. As amostras foram analisadas pela ferramenta de analise, por

meio da selecéo do algoritmo para marcacgao nuclear e de membrana documentadas
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através do Software Image Scope. O software informa o percentual total e
subdividido por intensidade de marcacdo. A medida da degeneragao foi realizada
em porcentagem de degeneragao quantificada pela coloragao Movat. Para a analise
de células inflamatérias (CD20, CD45, CD68) foram feitas as contagens do numero
total de células positivas em uma area de 1mm de largura envolvendo toda a
extensdo da cuspide, sendo expressas em numero total de células positivas/mm?.
Para a analise da presenca de antigenos de MMP9 e antigenos bacterianos,
contabilizamos a quantidade de area em pm? de antigeno em uma area de 1 mm de
largura envolvendo toda a extensao da valvula. A pesquisa de elementos
bacterianos e a visualizagao direta dos agentes infecciosos foram realizadas através
da microscopia eletrénica de transmissdo com o microscopio JEOL modelo JEM-
1010 (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japan), que permitiu a analise de cortes
ultrafinos (70 nandmetros de espessura) preparados em tela de cobre, seguindo
protocolo préprio (Anexo 8.8).

No grupo 1, 14 (70%) pacientes sdo do género masculino e 6 (30%) do
género feminino. A idade média foi 67,4 anos (51 a 79 anos, dp = 9,2). Os achados
intra-operatérios durante a intervencao cirurgica sob a valva mitral foram: prolapso
isolado em 9 (45%) pacientes, rotura de cordas tendineas em 7 (35%) pacientes e
prolapso associado a rotura de cordas tendineas em 4 (20%) pacientes. De acordo
com a classificagdo de Carpentier [61], 14 (70%) pacientes tinham envolvimento do
segmento P2; 1 (5%) paciente, do segmento A2; 1 (5%) paciente, do segmento A3;
1 (5%) paciente, dos segmentos P1 e P2 associados; 1 (5%) paciente, dos
segmentos P2 e P3 associados; 1 (5%) paciente, dos segmentos A2 e A3
associados; e 1 (5%) paciente, dos segmentos A2 e P2 associados (Tabela 2). Em

relagao ao procedimento cirurgico realizado, 17 (85%) pacientes foram submetidos a
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plastica valvar mitral através da ressec¢do quadrangular da cuspide posterior
associada a anuloplastia segmentar posterior pela técnica do duplo teflon [62]. Em 1
paciente foi associada a ressecgdo em cunha da cuspide anterior e 3 (15%)

pacientes foram submetidos a troca valvar mitral por protese bioldgica.

Tabela 2 — Caracteristicas dos pacientes com valva mitral mixomatosa.
Caso Idade Género Diagnéstico clinico/ Cuspide analisada
(anos) Achado cirurgico

1 72 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Rotura de cordas

2 51 F Degeneragao Mixomatosa Cuspide anterior (A3)
Rotura de cordas tendineas

3 73 F Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Rotura de cordas tendineas

4 72 F Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Prolapso + rotura de cordas tendineas

5 60 F Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Prolapso + rotura de cordas tendineas

6 59 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior
Prolapso (P1-P2)

7 72 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Prolapso+ rotura de cordas tendineas

8 73 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide anterior (A2)
Rotura de cordas tendineas

10 72 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior
Rotura de cordas tendineas (P2-P3)

1 68 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Rotura de cordas tendineas

13 68 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2) +
Prolapso + espessamento anterior

14 73 M Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide posterior (P2)

26 79 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2) +
Prolapso + alongamento de corda anterior (A2)
tendinea

27 56 Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide posterior (P2)

28 63 F Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide anterior

(A2-A3)

Continuagao
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Caso Idade Género Diagnéstico clinico/ Cuspide analisada
(anos) Achado cirurgico
29 69 F Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)
Rotura de cordas tendineas
30 44 M Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide posterior (P2)
35 78 M Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide posterior (P2)
36 69 M Degeneragao Mixomatosa/Prolapso Cuspide posterior (P2)
38 76 M Degeneragao Mixomatosa Cuspide posterior (P2)

Prolapso + rotura de cordas tendineas

No grupo 2, 11 (55%) pacientes sao do género masculino e 9 (45%), do
género feminino. A idade média foi 67,6 anos (42 a 84 anos, dp = 12,0). A causa do
obito foi infarto agudo do miocardio em 5 (25%) casos, acidente vascular cerebral
isquémico em 4 (20%) casos, insuficiéncia respiratéria aguda por pneumonia em 3
(15%) casos, rotura de aorta ascendente por dissecgdo aguda da aorta ascendente
em 2 (10%) casos, tromboembolismo pulmonar em 1 (5%) caso, miocardiopatia
hipertrofica em 1 (5%) caso, miocardiopatia isquémica em 1 (5%) caso, edema
agudo de pulmao em 1 (5%) caso, rotura de aneurisma de aorta abdominal em 1
(5%) caso, e insuficiéncia cardiaca em 1 (5%) caso (Tabela 3). O segmento retirado
para analise foi a regido P2 da valva mitral e em nenhum deles havia sinais de
degeneracao mixomatosa pela analise macroscopica, avaliada pelo pesquisador e
pelo patologista que realizou as necropsias. Através da histologia pelo H&E, tanto os
segmentos valvares do grupo 1 quanto os do grupo 2 apresentaram algum grau de
degeneracdo mixomatosa, porém a degeneragdo esta presente com maior

intensidade nos pacientes do grupo G1 (Anexo 8.6).
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Tabela 3 — Caracteristicas dos pacientes do grupo controle.

Caso |Idade Género Causa da Morte Intervalo de
(anos) coleta poés
morte (em
horas)
31 42 M Infarto agudo do miocardio 6
32 59 M Tromboembolismo pulmonar 7
33 76 M Acidente vascular cerebral isquémico 3
34 66 M Miocardiopatia isquémica 6
39 82 M Acidente vascular cerebral isquémico 5
40 63 F Disseccgao aorta ascendente - roto 9
41 79 F Disseccgao aorta ascendente - roto 9
42 73 F Insuficiéncia respiratéria aguda — Pneumonia 10
43 75 M Rotura parede livre VE por infarto agudo do 5
miocardio
44 54 F Miocardiopatia hipertréfica 9
45 74 F Edema agudo de pulméo 9
46 51 M Infarto agudo do miocardio 10
47 52 M Aneurisma de aorta abdominal roto 12
48 80 M Insuficiéncia respiratéria aguda — Pneumonia 5
49 60 M Infarto agudo do miocardio 6
50 61 F Acidente vascular cerebral isquémico 6
51 72 F Acidente vascular cerebral isquémico 8
52 84 F Infarto agudo do miocardio 5
53 67 M Insuficiéncia respiratéria aguda — Pneumonia 14
54 82 F Insuficiéncia cardiaca 9
4.5 Anadlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados com o software SigmaStat (versao 20; SPSS

Inc., Chicago, IL). Os grupos foram comparados pelo teste t de Student para as

variaveis com distribuigdo normal, expressa por meédia + desvio-padrao e pelo teste

de Mann-Whitney para as variaveis com distribuicdo assimétrica e nao pareadas,

expressas por mediana (quartis 1 e 3). A analise das correlagcbes entre as variaveis

ordinais de distribuicdo assimétrica foi realizada através do teste de correlagao de

Spearman. O teste correlagcdo de Spearman foi realizado em diferentes grupos para
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observar se o0s agentes infecciosos poderiam exercer seus efeitos associados a
outro agente, a célula inflamatéria ou ao MMP9. Os valores de p < 0,05 indicam

significancia estatistica.



5 Resultados
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5.1 Analise histolégica pelo Movat

Quando analisamos a presenga de tecido com degeneragdo mixomatosa
através da coloragdo Movat, observamos que, ao analisarmos a area 1, houve
diferenga com significancia estatistica entre os grupos DM (G1) com média de 54,6
% + 23,7 e grupo controle (G2) com média de 35,5 % + 22,5 com valor de p = 0,013
(4,3 - 33,9 - IC 95%). Quando comparamos isso com a area 2, o grupo com DM
também apresentou maior porcentagem de degeneragdo, porém nao houve
significancia estatistica com média de 30,4% = 21,9 para o G1 e média de 26,7 % =
21,7 para o G2, com p = 0,59 (10,3 - 17,7 — IC 95%) (Tabela 4 e Anexo 8.7). Isto
mostra que o grupo 1 apresenta degeneragao mixomatosa mais intensa e difusa. O
grafico 1 representa a analise da porcentagem de degeneracéo na area 1 e na area

2. Foram analisadas 100% das amostras teciduais da coloragdo Movat.

Tabela 4 — Quantificagdo de degeneragao mixomatosa pelo Movat.

Movat G1 G2

% DM Média dp Média dp p (IC 95%)
area 1 54,6 (0,7 - 91,6) 23,7 35,5(4,3-81,9) 22,5 p=0,013 (4,3-33,9)
area 2 30,4 (0,5-72,6) 21,9 26,7 (0,1-74,1) 21,7 p=0,590 (10,3 -17,7)

G1: grupo 1; G2: grupo 2; %DM: porcentagem de degeneracdo mixomatosa; dp: desvio padrao;
IC: intervalo de confianga
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%DM: porcentagem de degeneracdo mixomatosa; p: valor de p

Grafico 1 — Porcentagem de degeneragdo mixomatosa (%DM) na area 1 e area 2
dos grupos 1 e 2.

A tabela 5 mostra que os segmentos valvares (area 1 e 2) do grupo
degeneragdo mixomatosa (G1) sdo mais espessos quando comparados com as
valvas do grupo controle (G2) (1,6 x 1,4 mm? e 1,7 x 0,7 mm? comp = 0,05 e p =

0,007, respectivamente) (Grafico 2 e Anexo 8.7).

Tabela 5 — Medida da espessura valvar pelo Movat.

Movat G1 G2

Area DM(mmz) Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p
area 1 1,6(1,0-7,0) 1,4 2,5 1,4(0,4-2,8) 0,7 2,5 p = 0,050
area 2 1,7(0,6-3,8) 1,4 2,4 0,7(0,3-3,0) 0,6 1,7 p = 0,007

G1: grupo 1; G2: grupo 2; DM(mm®): porcentagem de degeneragdo mixomatosa em milimetros; P25 = percentil
25 (ou 1° Quartil); P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).
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Grafico 2 — Medida da espessura valvar em mm na area 1 e area 2 dos grupos 1 e
2.

5.2 Analise histoquimica do CD20

Quando analisamos a presenga de células CD20 (marcadoras de linfocitos
B), observamos um maior nimero de células positivas/mm? no grupo com DM (G1).
Houve diferenga estatisticamente significante a favor do grupo G1 em relagao ao G2,

com mediana igual a 17,8 (6,7 - 27,9) x 4,6 (3,6 - 9,8) com p = 0,007 paraa area 1, e
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mediana de 10,7 (6,1 - 32,9) x 3,2 (1,9 - 10) com p = 0,02 para a area 2 (Tabela 6 e

Anexo 8.7). Foram analisadas 100% das amostras teciduais.

A figura 6 compara as imagens histoldgicas da valva mitral normal e com

degeneracdao mixomatosa em relagcdo a pesquisa de células CD20 através do

escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e digitalizacdo através do

programa Aperio Image Scope View Software.

Tabela 6 — Quantificagao de células CD20.

CD20 G1 G2

N. céls +/mm” Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p
area 1 17,8 (2-230) 6,7 27,9 4,6 (0-67) 36 98 p=0,007
area 2 10,7 (0-139) 6,1 32,9 3,2 (0-71) 1,9 10,0 p=0,020

G1: grupo 1; G2: grupo 2; N. céls +: numero de células positivas; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil);
P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

Figura 6 —

Analise histoquimica das células CD20. Imagens histolégicas da valva
mitral normal (A) e com degeneragdo mixomatosa (B) através do
escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e digitalizagao
através do programa Aperio Image Scope View Software. As células
CD20 detectadas apresentam-se como pontos escurecidos. A- caso
34, barra de 200 pm; B- caso 26, barra de 300 um.
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5.3 Analise histoquimica do CD45

Quando analisamos a presenga de células CD45 (marcadoras de linfocitos
T), observamos um maior nimero de células positivas/mm? no grupo DM (G1).
Houve diferenga estatisticamente significante a favor do grupo G1 em relagao ao G2,
com mediana igual a 17,3 (3,4 - 92,5) x 2,8 (1,4 - 10,1) com p = 0,008 para a area 1
e mediana de 13,4 (2-67,9)x 2,6 (1,4-5,1) com p = 0,04 para a area 2 (Tabela7 e
Anexo 8.7). Foram analisadas 100% das amostras teciduais. A figura 7 compara as
imagens histologicas da valva mitral normal e com degeneracdo mixomatosa em
relacdo a pesquisa de células CD45 através do escaneamento pelo aparelho
Scanscope CS System e digitalizagdo através do programa Aperio Image Scope

View Software.

Tabela 7 — Quantificagao de células CD45.

CD45 G1 G2

N. céls +/mm? Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p
area 1 17,3(0-316) 34 925 2,8(0-54) 1,4 10,1 p=0,008
area 2 13,4(0-348) 20 679 2,6(0-10) 14 5,1 p=0,040

G1: grupo 1; G2: grupo 2; N. céls +: numero de células positivas; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil);
P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).
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Figura 7 —

5.4 Analise histoquimica do CD68

Analise histoquimica das células CD45. Imagens histolégicas da valva
mitral normal (A) e com degeneragdo mixomatosa (B) através do
escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e digitalizagao
através do programa Aperio Image Scope View Software. As células
CD45 detectadas apresentam-se como pontos escurecidos A- caso 32,
barra de 500 ym; B- caso 26, barra de 400 uym.

Em relacdo a presenca de células CD68 (marcadoras de macrofagos),

houve um maior numero de células positivas/mm2 no grupo controle (G2) em

relacdo ao grupo de valvas com DM (G1), porém sem significAncia estatistica. Este

predominio aconteceu em ambas as areas. Na area 1, mediana de 38,7 (26,6 - 81,8)

x 70 (42,7 - 120,4) com p = 0,098 e na area 2, mediana igual a 30,5 (9,6 - 59,7) x

51,3 (30,5 - 146,7) com p = 0,066 (Tabela 8 e Anexo 8.7). Nao foi possivel a analise
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de uma amostra tecidual de cada grupo (caso numero 6 e caso numero 49) devido a
dificuldade de identificacdo das estruturas na lamina. A figura 8 compara as imagens
histologicas da valva mitral normal e com degeneracdo mixomatosa em relagdo a
pesquisa de células CD68 através do escaneamento pelo aparelho Scanscope CS

System e digitalizacao através do programa Aperio Image Scope View Software.

Tabela 8 — Quantificagdo de células CDG68.

CD68 G1 G2

N. céls+/mm? Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p
area 1 38,7(10-294) 26,6 81,8 70,0(5,4-182) 42,7 120,4 p=0,098
area 2 30,5(23-527) 9,6 59,7 51,3(5,4-252) 30,5 146,7 p=0,066

G1: grupo 1; G2: grupo 2; N. céls +: numero de células positivas; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil);
P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

400uwm

Figura 8 — Analise histoquimica das células CD68. Imagens histologicas da valva
mitral normal (A) e com degeneragdo mixomatosa (B) através do
escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e digitalizagao
através do programa Aperio Image Scope View Software. As células
CD68 detectadas apresentam-se como pontos escurecidos A- caso 34,
barra de 200 uym; B- caso 3, barra de 400 ym.
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O grafico 3 representa a analise estatistica das células inflamatdérias CD20,
CD45 e CD 68 na area 1. O grafico 4 representa a analise estatistica das células

inflamatdérias CD20, CD45 e CD68 na area 2.
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Grafico 3 — Quantidade de células inflamatérias CD20, CD45 e CD68, detectadas
na area 1 dos grupos 1 e 2.
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Grafico 4 — Quantidade de células inflamatérias CD20, CD45 e CD68, detectadas
na area 1 dos grupos 1 e 2.

5.5 Analise histoquimica da Mycoplasma pneumoniae

Em relagdo a presenga de antigenos de Mycoplasma pneumoniae,
expressos em pm? de antigenos por 1 mm de extensdo de segmento valvar, houve
uma area maior de antigenos detectados no grupo de valvas com DM (G1), quando
comparados com o grupo controle (G2) havendo diferenga estatisticamente
significante para as duas areas. Na area 1, mediana de 180.993 (24.856 - 387.477) x
7.970 (2.736 - 15.992) com p < 0,001, e na area 2, mediana igual a 105.968 (2.503 -
416.585) x 7.190 (3.314 - 17.833) com p = 0,02 (Tabela 9 e Anexo 8.7). Foram

analisadas 100% das amostras teciduais.
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Tabela 9 — Quantificagdo dos antigenos de Mycoplasma pneumoniae.

Mp G1 G2

pm’Ag  Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p

(1mm)

area 1 180.993 7.970 2736 156992  p<0,001
(823-933.127) 24856 387477 (470-760.255)

area 2 105.968 7.190 3314 17833  p=0,020
(0-66.128) 2503 416585  (0-126.000)

Mp: Mycoplasma pneumoniae; G1: grupo 1; G2: grupo 2; um*: micrdmeros quadrados; Ag: antigenos;
mm: milimetros; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil); P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

A figura 9 compara as imagens histoldgicas da valva mitral normal e com
degeneracdo mixomatosa em relacdo a pesquisa de antigenos da Mycoplasma
pneumoniae através do escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e

digitalizacao através do programa Aperio Image Scope View Software.

Figura 9 —Analise histoquimica dos antigenos da Mycoplasma pneumoniae. A e B:
grupo controle. C e D: grupo com degeneracdo mixomatosa. Os
antigenos de Mp detectados sao caracterizados pelas cores amarelo e
alaranjado. Caso 43: A: Reacdo Imunohistoquimica e B: Analise do
Apério; Caso 10: C: Reacao Imunohistoquimica e D: Analise do Apério.
Barra de 50 ym.
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5.6 Analise da hibridizagao in situ da Chlamydophila pneumoniae

A anadlise da presenca de antigenos de Chlamydophila pneumoniae,
expressos em um? de antigenos por 1 mm de extensdo de segmento valvar,
demonstrou que em ambas as areas houve uma maior area de antigenos
detectados no grupo de valvas com DM (G1), quando comparados com O grupo
controle (G2), porém sem diferenga estatistica com mediana para o G1 de 9.905
(4.716 - 16.912) x 5.864 (2.382 - 8.692) com p = 0,2 e para 0 G2, mediana de 3.199
(1.791 - 10.746) x 2.536 (683 - 6.125) com p = 0,3. (Tabela 10 e Anexo 8.7). Nao foi
possivel a andlise de uma amostra tecidual do grupo das valvas com DM (caso
namero 6) e de 4 casos do grupo controle (casos numero 31, 35, 46 e 49) devido a

dificuldade de identificagao das estruturas na lamina.

Tabela 10 — Quantificagado dos antigenos de Chlamydophila pneumoniae.

Cp G1 G2

pm“Ag Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p

(1mm)

area 1 9.905 4716 16912 5.864 2382 8692 p=0,200
(858-109.886) (857-69.765)

area 2 3.199 1791 10746 2.536 683 6125 p=0,300
(118-20.769) (0-51.447)

Cp: Chlamydophila pneumoniae; G1: grupo 1; G2: grupo 2; pm°: micrdmeros quadrados; Ag:
antigenos; mm: milimetros; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil); P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

A figura 10 compara as imagens histoldgicas da valva mitral normal e com
degeneracdo mixomatosa em relacdo a pesquisa de antigenos da Chlamydophila
pneumoniae através do escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System e

digitalizacao através do programa Aperio Image Scope View Software.
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Figura 10 — Analise histoquimica dos antigenos da Chlamydophila pneumoniae. A e
B: grupo controle. C e D: grupo com degeneragdo mixomatosa. Os
antigenos de Cp detectados sao caracterizados pela cor amarelo. Caso
34: A: Reagao Imunohistoquimica e B: Analise do Apério; Caso 28: C:
Reacao Imunohistoquimica e D: Analise do Apério. Barra de 50 um.

5.7 Analise histoquimica da Borrelia burgdorferi

Em relagdo a presenga de antigenos de Borrelia burgdorferi, expressos em
um? de antigenos por 1 mm de extensdo de segmento valvar, houve uma area maior
de antigenos detectados no grupo controle (G2), em ambas as areas. Na area 1,
mediana de 7.596 (3.203 - 13.519) x 10.584 (7.223 - 15.974) com p = 0,14 e na area
2, mediana igual a 5.991 (3.009 - 8.475) x 8.403 (1.626 - 27.887) com p = 0,47
(Tabela 11 e Anexo 8.7). Nao foi possivel a andlise de uma amostra tecidual do
grupo controle (caso numero 49) devido a dificuldade de identificacdo das estruturas

na lamina.
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Tabela 11 — Quantificagdo dos antigenos de Borrelia burgdorferi.

Bb G1 G2

pmzAg Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p

(1mm)

area 1 7.596 3203 13519 10.584 7223 15974 p=0,140
(1.359-25.926) (0-42.413)

area 2 5.991 3009 8475 8.403 1626 27887 p=0,470

(1.104-27.028)

(455-83.711)

Bb: Borrelia burgdorferi; G1: grupo 1; G2: grupo 2; ym*: micrémeros quadrados; Ag: antigenos; mm:
milimetros; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil); P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

A figura 11 compara as imagens histolégicas da valva mitral normal e com

degeneracdo mixomatosa em relacdo a pesquisa de antigenos da Borrelia

burgdorferi através do escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System, e

digitalizacao através do programa Aperio Image Scope View Software.
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Figura 11 — Analise histoquimica dos antigenos da Borrelia burgdorferi. A e B:
grupo controle. C e D: grupo com degeneragdo mixomatosa. Os
antigenos de Bp detectados sao caracterizados pela cor amarelo. Caso
32: A: Reagao Imunohistoquimica e B: Analise do Apério; Caso 2, C:
Reacao Imunohistoquimica e D: Analise do Apério. Barra de 50 um,;

Os graficos 5 e 6 representam a analise estatistica do numero de antigenos
identificados de Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae e Borrelia

burgdorferi nas areas 1 e 2 dos grupos 1 e 2.
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Cp:Chlamydophila pneumoniae; Bp:Borrelia burgdorferi.

Grafico 5— Numero de antigenos das bactérias Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae e Borrelia burgdorferi detectados na area
1 dos grupos 1 e 2.
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pmz:micrémeros quadrados; Ag:antigenos; mm:milimetros; Mp:Mycoplasma  pneumoniae;
Cp:Chlamydophila pneumoniae; Bp:Borrelia burgdorferi.

Grafico 6 — Numero de antigenos das bactérias Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae e Borrelia burgdorferi detectados na area
2 dos grupos 1 e 2.

5.8 Analise histoquimica da Metaloproteinase MMP9

Em relagdo & presenca da metaloproteinase MMP9, expressa em pm? de
antigenos por 1 mm de extensdo de segmento valvar, observamos maior area de
antigeno marcado de MMP9 no grupo com DM (G1), tanto na area 1 quanto na area

2, com diferenca estatistica significante. Na area 1, encontramos mediana de
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503.894 (202.428 - 938.072) x 269.244 (111.953 - 354.022) com p = 0,03. Na area 2,
houve diferenca estatistica representada pela mediana de 389.844 (214.459 -
679.711) x 144.397 (29.894 - 247.453) com p < 0,001 (Tabela 12 e Anexo 8.7).

Foram analisadas 100% das amostras teciduais.

Tabela 12 — Quantificagdo de antigenos de metaloproteinase MMP9.

MMP9 G1 G2

pmzAg Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de

(1mm) p

area 1 503.894 202428 938072 269.244 111953 354022 p=0,030
(34.494-1.554.451) (7.272-484.481)

area 2 389.844 214459 679711 144.397 29894 247453  p<0,001
(32.467-1.457.658) (3.012-397.151)

MMP9: Metaloproteinase 9; G1: grupo 1; G2: grupo 2; ym*: micrdmeros quadrados; Ag: antigenos; mm:
milimetros; P25 = percentil 25 (ou 1° Quartil); P75=percentil 75 (ou 3° Quartil).

O gréfico 7 representa a analise estatistica da porcentagem de area positiva

de MMP9 no grupo 1, havendo diferenga estatistica significante na area 2.
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Grafico 7 — Numero de antigenos de MMP9 detectados nas areas 1 e 2 dos
grupos 1 e 2.

A figura 12 compara as imagens histolégicas da valva mitral normal e com

by

degeneracdo mixomatosa em relagdo a pesquisa de metaloproteinase MMP9

através do escaneamento pelo aparelho Scanscope CS System, e digitalizacao

através do programa Aperio Image Scope View Software.
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Figura 12 — Analise histoquimica dos antigenos da metaloproteinase MMP9. A e B:
grupo controle. C e D: grupo com degeneragdo mixomatosa. Os
antigenos de MMP9 detectados s&o caracterizados pelas cores
amarelo e alaranjado. Caso 43, A: Reacdo Imunohistoquimica e B:
Analise do Apério; Caso 3, C: Reacado Imunohistoquimica e D: Analise
do Apério. Barra de 50 ym;

5.9 Analise das correlagées entre antigenos bacterianos versus células

inflamatorias versus MMP-9

Houve maior niumero de correlagdes significativas entre quantidade de
antigenos bacterianos, células inflamatérias e a metaloproteinase no grupo de
valvas com DM. No grupo DM houve correlagao positiva entre Borrelia burgdorferi e
porcentagem de DM com r = 0,52 e p = 0,018. Em relacédo as células inflamatérias,

houve correlacao positiva entre CD45 (células T) e Mycoplasma pneumoniae com r
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= 0,51 e p = 0,02. A presenga de MMP9 se correlacionou positivamente com a
presenca de Mycoplasma pneumoniae com r = 0,45 e p = 0,04. Estas correlagdes

estiveram ausentes no grupo controle (Tabela 13).

Tabela 13 — Correlagdes entre antigenos bacterianos versus células inflamatérias
versus MMP-9 nos grupos 1 e 2.

Grupo / correlagées G1 G2

r p r p
Bb x % DM 0,52 0,018 0,15 0,5
CD45 x Mp 0,51 0,02 0,01 0,9
Mp x MMP9 0,45 0,04 0,17 0,6
Mp x % DM -0,34 0,13 0,04 0,8
MMP9 x % DM -0,02 0,91 0,4 0,07

G1: grupo 1; G2: grupo 2; r: valor de r; p: valor de p; Bb: Borrelia burgdorferi; Mp: Mycoplasma
pneumonia; Cp: Chlamydophila pneumoniae.
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5.10 Analise da microscopia eletronica (ME)

A microscopia eletrénica revelou a presenga de estruturas compativeis com

microrganismos com caracteristicas de borrelia e micoplasmas. (Figura 13 e Anexo

8.8).

Figura 13 - Identificagdo bacteriana pela microscopia eletrénica de transmissao. A:
Microrganismo com caracteristicas de micoplasma (seta) longo,
apresentando unica membrana envoltoria e uma estrutura semelhante a
espiroqueta no citoplasma, em meio a tecido colageno pouco
fragmentado, identificado no grupo controle (caso 31); B: Estrutura
compativel com borrelia, longa e sinuosa, (seta) identificada no grupo
controle (caso 33); C: Estruturas compativeis com micoplasmas
arredondados, unica membrana envoltoria, contendo vacuolos claros no
citoplasma (setas) identificado no grupo DM (caso 36); D: Microrganismo
com estrutura ondulada compativel com espiroqueta, contendo
organelas ou endosimbiontes no interior, compativel com borrelia (seta)
alongada, contendo vesiculas claras em meio a tecido colageno
intensamente fragmentado identificada no grupo DM (caso 10). Barra de
1 um.
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De acordo com a analise da microscopia eletrénica, observamos que 0s
microrganismos identificados no grupo DM sdo menores e mais finos quando
comparados com as bactérias do grupo controle (tabela 14). Além da visualizagao
de estruturas com caracteristicas de borrelia e micoplasma, observamos também
numerosos microrganismos nao identificados com aspecto semelhante as bactérias

da classe dos Mollicutes [63].

Tabela 14 — Medida do tamanho dos microrganismos identificados pela ME.

G1 (nm) G2 (nm) Valor de p
Micoplasma comprimento 17991 2.678,9 p = 0,002
largura 681,7 938,5 p =0,02
Borrelia comprimento 3886,1 5194,2 p =0,05
largura 437.,6 3588,1 p=0,37

G1: grupo 1; G2: grupo 2; P: valor de P; nm: nanémetros.

Além disso, percebemos que a presenga de borrelia se associou com maior
grau de degeneragdo ao seu redor nos segmentos valvares com degeneragao

mixomatosa, o que pode ser visualizado na figura 14.
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Figura 14 — Caracteristicas da borrelia pela microscopia eletrénica de transmissao
(seta). Observa-se intensa degeneragdo do colageno ao redor da
borrelia no grupo DM (A, B e C). O colageno do grupo controle
encontra-se mais preservado (D, E e F). Barrade 1 um em B e D, barra
de2umemAeF,barrade5umem CeE.
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O aparelho valvar mitral se localiza entre o atrio e o ventriculo esquerdo do
coragao e tem como fungdo o controle do fluxo sanguineo entre estas cavidades.
Compreende um conjunto de estruturas que envolvem o anel fibroso, as cuspides
anterior e posterior, as cordas tendineas, os musculos papilares antero-lateral e
postero-medial, o endocardio atrial e ventricular, a musculatura miocardica das
paredes do atrio e do ventriculo esquerdo adjacente, além da jungdo mitro-adrtica. A
manutencdo da integridade anatomo-funcional destas estruturas permite uma
coaptacao adequada das cuspides anterior e posterior durante a sistole, evitando o
refluxo sanguineo para o atrio esquerdo [64].

As cuspides da valva mitral sdo derivadas de excrescéncias mesenquimais
embrionarias, e as células valvares sao provenientes de células do endocardio que
foram submetidas a uma transformacdo epitélio-mesenquimal regulada pelo
miocardio e de células que migraram a partir de locais extra-cardiacos durante o
desenvolvimento embrionario [20,65].

A valva mitral € uma estrutura complexa composta por elementos celulares e
nao celulares (matriz de colageno, fibras elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas),
gue em conjunto possuem fungdes especiais que permitem o perfeito funcionamento
valvar [20]. Os elementos da matriz extra-celular se acomodam e mudam seu
formato durante o ciclo cardiaco. As células intersticiais ttm uma importancia vital
para a manutengao da fungao valvar, pois secretam elementos da matriz extra-
celular que a reparam e a remodelam tornando a valva resistente [23]. A renovagao
e a proliferacao destas células ainda nao estdo totalmente esclarecidas. Elas

apresentam baixa taxa de proliferacdo e sua produg¢ao diminui com a idade, o que
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resulta em uma degeneracado das fibras de colageno [20,22]. As células valvares
intersticiais podem contribuir para a destruicdo da matriz e para sua remodelagcéo na
degeneracdao mixomatosa da valva mitral, pois elas assumem caracteristicas de
miofibroblastos ativados, sendo a principal fonte do aumento da expressao de
enzimas proteoliticas, a semelhanga das metaloproteinases, que medeiam a
degradacao de matriz extra-celular. A valvopatia mitral mais frequente é causada
pela degeneracdo mixomatosa e esta apresenta etiologia multifatorial e ainda nao
esclarecida.

Em nosso estudo, pesquisamos e comparamos valvas mitrais com
degeneracao mixomatosa em pacientes submetidos a cirurgia valvar mitral, sem
outras comorbidades cardiovasculares como coronariopatias ou doengas da aorta, e
valvas mitrais “poés-mortem” sem historia clinica de valvopatias. A analise foi
realizada em duas areas de um mesmo segmento valvar para que tivéssemos
maiores detalhes do comportamento da degeneracdo mixomatosa. O grupo das
valvas mitrais com DM apresentou espessamento difuso e com arquitetura
comprometida, principalmente pela distorcdo da camada esponjosa, enquanto a
degradacao do colageno dos segmentos valvares de individuos do grupo controle &
mais localizada e ndo compromete a cuspide completamente. Ambos os grupos tém
idade média em torno de 67 anos e o comprometimento valvar no grupo controle
pode ser explicado pela progressdo da degeneragao da matrix extra-celular pela
idade através da acdo de enzimas colagenoliticas secretadas pelas células
intersticiais causando anormalidades no colageno [23]. Além disso, nos pacientes do
grupo controle identificamos alguns focos de degeneracdo com caracteristicas
histolégicas compativeis com DM que nao foram suficientes para levar a um

desarranjo na estrutura valvar. De acordo com a classificacdo de gravidade da
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degeneragcao mixomatosa proposta por Akiyama et al., que avalia a quantidade de
glicosaminoglicana acida na zona esponjosa, os segmentos valvares do grupo 1
apresentaram-se no estagio Il (grave) da doenga, que representa um
comprometimento maior que 50% com mediana de 57,6% contra mediana de 29,9%
(estagio Il, moderado) do grupo 2 (p = 0,013) [66].

No presente estudo, as valvas com degeneragao mixomatosa apresentaram,
quando comparadas com os segmentos valvares do grupo controle, maior numero
de antigenos detectados por pm? de metaloproteinase MMP9. Resultados
semelhantes foram descritos por Rabkin et al, e outros, que identificaram, além da
MMP9, outras colagenases como a MMP1, MMP2 e MMP13 e sua relagdao com a
degradacao do colageno e a degeneragao mixomatosa [23,40].

Os linfocitos B e linfécitos T desempenham importante papel na imunidade
humoral e celular, respectivamente, produzindo anticorpos, citocinas e perfurinas.
Em nosso trabalho, na analise histoquimica dos marcadores de linfécitos B e T,
CD20 e CD45, identificamos uma inflamacdo mais intensa nas valvas com
degeneragdo mixomatosa, representada pela maior quantidade de células/mm? de
CD20 e CDA45. Barth et al. publicaram trabalho que analisou a presenca de fibréocitos
CD34" em 15 valvas com degeneracdo mixomatosa e em 10 valvas sem
degeneragcao, e observaram que estas células parecem estar morfologicamente
alteradas e em maior numero [67]. Os fibrocitos CD34" sintetizam a MMP-9, bem
como o colageno tipo | e lll, que sédo fatores envolvidos na etiologia da doenca
mixomatosa da valva mitral [44,68,69]. Os autores descrevem que os fibrécitos
CD34" observados no estroma da valvula mitral sdo responsaveis pela reparagéo
fisioldgica da valvula e que a doenca da valvula mixomatosa pode estar relacionada

a um processo de reparagao alterado, e supostamente iniciada por um estresse
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hemodindmico anormal, portanto fazem parte da fisiopatologia da degeneragao
mixomatosa da valva mitral. Em outro artigo que avaliou a presenca de células
inflamatdrias na etiopatogenia da DM, Veinot et al. analisaram 5 valvas com DM e
observaram um aumento do numero de células marcadoras de mastocitos (CD117)
e participando, portanto, do processo inflamatério desencadeado pela degeneracgéao
mixomatosa. As células CD117 sao células jovens que foram identificadas em valvas
mitrais e representam uma certa capacidade de regeneragao do coracéao frente a um
estresse, trauma ou isquemia [6].

Em nosso estudo, identificamos também a presenga de células CDG68,
marcadores de macréfagos, em maior quantidade nos segmentos valvares do grupo
controle. Rabkin et al. associaram a presenca de macréfagos em valvas mitrais
normais com uma menor quantidade de enzimas proteoliticas [23]. Portanto, quanto
maior o numero de células CD68, menor o grau de atividade proteolitica e menor a
taxa de degradacgao do colageno. Em nosso estudo encontramos um achado similar,
no qual o grupo controle apresentou maior quantidade de macrofagos. Apesar da
menor quantidade de CD68 nas valvas com DM, estas valvas tiveram maior
quantidade de linfécitos B e T. Os linfocitos T sao citotdxicos e liberam citocinas
como a perfurina, a granzina e a gramesilina, que levam a apoptose celular,
contribuindo para a degradagao do colageno.

A presenca de bactérias na etiopatogenia da degeneragdo mixomatosa
ainda nao foi descrita na literatura. A presenga de microrganismos, como simbiontes
de hospedeiros, € um aspecto ndo muito bem entendido, porém cada vez mais vem
sendo estudado. Acredita-se que simbiontes microbianos podem fundamentalmente
alterar a fisiologia do organismo hospedeiro, e por vezes conferir novas habilidades

que resultam em um individuo mais adaptado ou mais saudavel [70]. Essa
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adaptacdo inclui a expansdo do nicho ecoldgico, que permite ao organismo
hospedeiro utilizar melhor o alimento e confere resisténcia ao estresse ambiental, a
predadores ou parasitas. Nessa situacdo ambos os lados se beneficiam da
simbiose. Na agricultura, a presenga de fungos em simbiose com bactérias tem sido
um dos aspectos estudados no combate a pragas [71].

Em trabalhos prévios, Higuchi et al. observaram a presenca de algumas
bactérias em simbiose com o hospedeiro, conferindo uma aparente protecdo ao
sistema cardiovascular. Assim, no coragao do paciente chagasico na forma
indeterminada, a presenca de Mycoplasma pneumoniae foi protetora contra a
presenca de outros agentes como a Chlamydophila pneumoniae [72].

No entanto, a presenga de varias bactérias em simbiose se associou a
formacgao de lesdo ao tecido. Na placa de ateroma, a associacao entre Mycoplasma
pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae se associou a proliferacdo de ambos,
com inflamacgao, degradacao do colageno e formacao da placa vulneravel [10,11].
Na valva aortica, a proliferacdo de Chlamydophila pneumoniae e de Mycoplasma
pneumoniae se associou a calcificagdo do tecido, com estenose da valva aodrtica
[11,49]. Roggério et al. estudaram a relacdo entre Mycoplasma pneumoniae e
Chlamydophila pneumoniae nos aneurismas de aorta e identificaram a presenca
destas bactérias na camada adventicia da aorta. A Chlamydophila pneumoniae
também foi encontrada no grupo controle, porém sem significancia estatistica.
Houve identificagdo dos antigenos bacterianos em 100% dos casos e autores
concluem que os agentes infecciosos podem favorecer o desenvolvimento dos
aneurismas iniciando a inflamagao e contribuindo para o processo da doenga [55].
Em recente artigo, Mangini et al. detectaram a presengca de Mycoplasma

pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae e Borrelia burgdorferi, em coragdes com
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miocardiopatia dilatada, incluindo a doenca de Chagas [73]. A disseminagao da
Chlamydophila pneumoniae pode advir do trato respiratério pelos macrofagos
alveolares, que funcionam como vetores promovendo acesso aos vasos sanguineos
[74].

Uma intima interacdo entre diferentes espécies microbianas leva a uma
comunidade mais estavel e eficiente, e essa evolugao ocorre dentro de um ambiente
espacialmente bem estruturado, que estabiliza a interagcdo entre as espécies
provocando marcadas mudancas na natureza simbidtica e afetando a funcao da
comunidade microbiana [75]. Quando mais de uma espécie de microparasitas
infecta o mesmo hospedeiro, as interagdes entre estes parasitas podem exacerbar
seus efeitos simbioticos e imunoldgicos [76,77].

No presente trabalho identificamos que as valvas do grupo controle tém
maior quantidade de antigenos de Borrelia burgdorferi do que o grupo DM. Esse
pode ser o padrdo normal da valva mitral, para essa idade. Entretanto, nas valvas
com degeneragao mixomatosa, a presenga de Borrelia burgdorferi se associou com
um maior grau de degeneracdo mixomatosa, e a interagdo com a Mycoplasma
pneumoniae e a Chlamydophila pneumoniae pode ter contribuido para a
degradacdo do colageno através do efeito simbidtico entre estes trés agentes.
Tendo em vista que encontramos Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi
em ambos os grupos, mas em quantidades e morfologias diferentes, estes agentes
podem também influenciar em respostas diferentes na degradacédo do colageno. A
presenca de Mycoplasma pneumoniae hiperativa macréfagos com consequente
ativacao de células T citotoxicas, que podem induzir a apoptose de fibroblastos [78].
Além disso encontramos, no grupo 1, uma correlagao positiva e significante entre a

presenca de MMP9 e Mycoplasma pneumoniae. Deste modo, a Mycoplasma
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pneumoniae pode predispor as células intersticiais a secretar MMP9, facilitando e
contribuindo para o processo de degeneragdo mixomatosa.

A reacao de imunohistoquimica para antigenos de Borrelia burgdorferi pode
estar marcando borrelias de outras espécies e que dao reagao cruzada, tendo em
vista que esta borrelia ndo foi ainda descrita no nosso pais. A Borrelia burgdorferi,
causadora da doenga de Lyme, jamais foi isolada no Brasil e os ensaios sorologicos
especificos exibem positividade baixa e oscilante. Além disso, o exame do sangue
periférico dos pacientes, quando analisado por meio de microscopia eletrénica, exibe
estruturas sugestivas de Mycoplasma spp, Chlamydia spp e bacteroides [79]. Na
verdade, estas estruturas podem representar as formas latentes das espiroquetas
(forma L ou bactérias desprovidas de parede), adaptadas a sobreviver em condigées
inOspitas em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Assim, esta zoonose
presente em nosso pais recebeu a denominacao de Sindrome Baggio-Yoshinari e é
definida como: “Enfermidade infecciosa nova e emergente brasileira, transmitida por
carrapatos nao pertencentes ao complexo Ixodes ricinus, causada por espiroquetas
na sua morfologia atipica e latente, que origina manifestagcdes clinicas semelhantes
as observadas na doencga de Lyme, exceto pela ocorréncia de recidivas clinicas e
desordens autoimunes” [80]. Ja foi sugerido que cepas de Borrelia burgdorferi
interagem competitivamente com o hospedeiro. Trés tipos de competitividade podem
contribuir para esta interacao: interferéncia, exploracdo e aparéncia, ou seja, uma
cepa primaria pode diminuir o sucesso de transmissdo de uma cepa secundaria;
uma cepa pode explorar e esgotar de forma mais eficiente um recurso de protegao
de outra cepa; e, por fim, uma cepa pode priorizar a resposta imune do hospedeiro
para atingir uma outra cepa, num processo que se assemelha a concorréncia por

aparéncia [81,82]. Em recente estudo, Devevey et al. analisaram trés diferentes
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cepas de Borrelia burgdorferi sensu strictu em 36 ratos, e detectaram a presenca de
forte e competitiva interagao inibitoria entre as cepas. Em todos os casos, a cepa
que infectou primeiro teve uma vantagem de aptidao, principalmente porque a
colonizacdo dos tecidos dos ratos pelas cepas subsequentes foi inibida. Esta
inibicdo da infeccdo provavelmente ocorre pela produgcédo de anticorpos especificos
contra os antigenos proteicos de Borrelia [83]. A diversidade de cepas de Borrelia
burgdorferi permanece elevada em muitas areas geograficas [84]. A expansao de
Borrelia burgdorferi em novas areas geograficas ou mudangas nos comportamentos
de carrapatos infectados em resposta a mudanca climatica pode aumentar o impacto
do efeito de prioridade sobre as interagdes competitivas entre elas e fazer com que
as linhagens de Borrelia burgdorferi mais comuns, que sado também as mais
infecciosas em seres humanos, tornem-se ainda mais prevalentes [85].

Em nosso estudo, a microscopia eletrbnica mostra formas onduladas
compativeis com Borrelia, mas ndo consegue distinguir a espécie.

A identificacdo das bactérias e sua relacdo com a degradacao do colageno e
com o aumento da inflamagao local pode facilitar o processo de degeneracao
mixomatosa. Esta presenca de multiplos simbiontes em simbiose é o que parece
contribuir para a génese da DM. Desta forma acreditamos que o diagrama proposto
por Rabkin et al. poderia ser modificado adicionando as bactérias Mycoplasma
pneumoniae e Borrelia burgdorferi como fatores causadores da degeneragao
mixomatosa (Figura 15). Futuros trabalhos com maior nimero de casos, e pesquisa
de outros agentes como, por exemplo, arqueias e colagenases de arqueias podem
ajudar a desvendar melhor a presente proposicao. A pesquisa de bactérias Borrelia
burgdorferi e Mycoplasma pneumoniae marcadas com antigenos de MMP9 pode

elucidar a associagao delas com a degradacao do colageno.
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Figura15 Diagrama modificado da patogenia da degeneragcao mixomatosa da

valva mitral.

Adaptado de Rabkin et al. [23].

Todas estas alteragdes poderiam contribuir para uma deterioragao valvar

pos-operatoria tardia apds plasticas valvares. A plastica valvar ndo cura o processo

degenerativo subjacente, e a regurgitacdo mitral recorrente é um problema em

potencial nesses pacientes,

momento da cirurgia. Em recente estudo, David et al. analisaram os resultados

independentemente da sua condigdo clinica no

tardios em 840 pacientes submetidos a plastica valvar mitral por insufici€ncia mitral

degenerativa e houve insuficiéncia mitral grave em 37 pacientes, e moderada em 61
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pacientes durante o seguimento médio de 10,3 anos. Isto é equivalente a cerca de
um terco de todos os pacientes que desenvolvem insuficiéncia mitral recorrente. Aos
20 anos, a curva livre de insuficiéncia mitral grave foi de 90,7%, e moderada ou
grave foi de 69,2% [86]. Outros autores identificaram curva livre de insuficiéncia
mitral moderada ou grave de 77% em 5 anos e de 81% em 10 anos [87,88]. Sédo
fatores preditores independentes de regurgitagdo mitral recorrente: o prolapso
isolado da cuspide anterior e a degeneragao mixomatosa avangada [86].

Portanto, cabe aos profissionais envolvidos no tratamento das valvopatias
aprofundar cada vez mais seu conhecimento sobre os fatores contribuintes na
etiologia da degeneracdo mixomatosa. Assim, no futuro, o tratamento adequado de
cada fator envolvido na génese da DM podera diminuir a chance da disfungao valvar
pos-operatoria.

Estamos conscientes das limitagdes do nosso estudo, principalmente em
relagcao as restricbes do desenho metodologico, quanto ao tamanho da amostra e
pelo fato de haver doencas cardiovasculares como infarto do miocardio e aneurisma
de aorta presentes no grupo controle, apesar de sua pouca influéncia nos resultados
(Anexo 8.9). Este estudo é o passo inicial de uma pesquisa que sustenta a hipétese
de que a acgao simbidtica entre as bactérias Mycoplasma pneumoniae, Borrelia
burgdorferi € Chlamydophila pneumoniae desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento da degeneragdo mixomatosa da valva mitral. Um maior numero de

estudos poderiam confirmar esta relagdo causal.



7 Conclusoes
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Houve associacdo dos agentes infecciosos Mycoplasma pneumoniae e
Borrelia burgdorferi na etiopatiopatogenia da degeneracdo mixomatosa da

valva mitral.

Na anadlise da relagdo dos produtos bacterianos com os marcadores
inflamatoérios e com a metaloproteinase, houve relagdo positiva entre o
marcador inflamatério CD45 e a metaloproteinase (MMP9) apenas com a
Mycoplasma pneumoniae, nas valvas com degeneragao mixomatosa. O
marcador inflamatério CD68 foi encontrado em maior niumero no grupo

controle.
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8.1

Aprovacao da CAPPesq

dand Hospital das Clinicas da FMUSP
lb Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq
A

Comissdo Cientifica do INCOR

A Comissdo de FEtica para Andlise de Projetos de
Pesquisa-CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, APROVOU na
sessdo de 25.04.12 a execugdo do subprojeto intitulado “ESTUDO
BIOMOLECULAR DE PRODUTOS DE CHLAMYDIA PNEUMONIAE E
MYCOPLASMA PNEUMONIAE NA ETIOPATOGENIA DA DEGENERACAO
MIXOMATOSA DA VALVA MITRAL" que serd tese de Doutorado do aluno
Marcos Gradim Tiveron, fendo como orientador o Prof. Dr. Pablo M. Alberto
Pomerantzeff.

O referido projeto faz parte do Protocolo de Pesquisa n®
0029/04, intitulado “A PARTICIPACGAO DE MICRORGANISMOS NO
DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS CRONICAS INFLAMATORIAS,
DEGENERATIVAS E CONSUMPTIVAS EM HUMANOS E ANIMAIS” tendo como

Responsdavel o Profa. Dra. Maria de Lourdes Higuchi.

CAPPesq, 25 de Abril de 2012.

PROF. DR. LFREDO JOSE MANSUR
Vice-Coordenador

,QJH’C‘ELBE“S IFICA ComissGo de Etica para Andlise de
os /2012 Projetos de Pesquisa - CAPPesq
o /

(%/)1 aIr A

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracéo - 5° andar - CEP 05403-010 - S&o Paulo - SP.

Fone: 55 11 2661-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesq@hcnet.usp.br
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8.2 Termo de consentimento livre e esclarecido — InCor

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

R VL Y PP PR PPR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..ot SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ T foee.
ENDEREGO ...ttt NO e APTO: i
BAIRRO: et CIDADE ..ottt
CEP TELEFONE: DDD (.....co.... ) ettt
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt ettt a et a et s ettt s st s st s st s st st n st s
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUFAAOr ©1C.) .......iiiiiiiiiiiiie ettt et e e et e e s bt e e s abe e e e nabe e e sanee e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccccoveeiinienieniinieniene SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ...... [ [
ENDEREGO: ...ttt ettt N APTO: e
BAIRRO: ..ttt CIDADE: ..ot
CEP: o TELEFONE: DDD (............ ettt et e
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Estudo biomolecular de produtos de Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi na etiopatogenia da degeneragdao mixomatosa da valva mitral.

PESQUISADOR : Dr. Marcos Gradim Tiveron................ccoccoeiiiiiiiniiciiiciie e,
CARGO/FUNGAO: .....Aluno de pés-graduagio.......... INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° ....... 108.057............
UNIDADE DO HCFMUSRP: ........ Unidade Cirargica de Cardiopatias Valvares .................cccocoiiiiiiiniiiinicneee
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
4. DURAGAO DA PESQUISA : .............. A8 ME@SES.......ooviiiiiiiiieie ettt

1 — Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagao voluntaria neste
estudo, que visa estudar se produtos de bactérias (clamidia, micoplasma e borrelia) estdo presentes e associados com
a etiologia da degeneragdo mixomatosa da valva mitral presentes no fragmento de valvula que sera retirado durante a

corregao cirurgica.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e identificagdo dos que forem experimentais e
ndo rotineiros - O paciente sera submetido a um procedimento cirurgico para corre¢do da disfungado valvar mitral e o

segmento doente da valva mitral do coragdo sera enviado para analise sem comprometer o resultado cirurgico.
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3 — Relagédo dos procedimentos rotineiros e como sdo realizados — coleta de sangue por puncdo periférica da veia do
antebrago; exames radiologicos; Durante o procedimento cirurgico fragmentos da valva mitral serdo retirados e
encaminhados para exame ao laboratério de Patologia para avaliagdo e comparagdao com valvas doentes da etiologia
da doenga mixomatosa. O presente projeto tem como finalidade utilizar para estudos desses fragmentos, além das
técnicas convencionais da Patologia, outras técnicas procurando novos elementos que possam explicar melhor por
que se desenvolve essa doenga. Nao havera necessidade de coleta sanguinea.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3; Nenhum desconforto adicional.

5 — Beneficios para o participante. Nao ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo que testa a hipétese de
que agentes infecciosos tipo clamidia, micoplasma e borrelia estejam favorecendo o desenvolvimento de inflamagao
elou infecgdo que pode contribuir para o desenvolvimento da doenga valvar mixomatosa. Somente no final do estudo
poderemos concluir a presenga de algum beneficio sobre o mecanismo de doenga, ndo implicando em melhoria no
tratamento. No entanto, o melhor entendimento dos mecanismos que levam ao desenvolvimento da doenga pode levar

a um melhor tratamento ou preveng¢éao no futuro;

6 — Relacéo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode optar- Nenhum que se

relacione ao fato de participar do presente projeto;

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. Os principais investigadores sao o Dr. Marcos G. Tiveron, que pode ser encontrado
no endereco Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 44 Telefone(s) (11)26615415 (14)96709033, a Dra. Maria de Lourdes
Higuchi, que pode ser encontrada no endere¢co Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 44 Telefone(s) 1126615541 e o
cirurgiao Dr. Pablo Pomerantzeff. Se vocé tiver alguma consideragdao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar - tel: 3069-6442

ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer

prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigéo;

9 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdao analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo

sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de

resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira relacionada a sua participagao. Se existir qualquer

despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.
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12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo
causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente

estabelecidas.

13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Declaro ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo. Estudo biomolecular de produtos de Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e Borrelia

burgerdorferi na etiopatogenia da degeneragdao mixomatosa da valva mitral.”

Eu discuti com o Dr. Marcos G. Tiveron e com Prof. Dr. Pablo M. A. Pomerantzeff sobre minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagéo é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem

penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal

para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /
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8.3 Termo de consentimento livre e esclarecido — SVO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

I VL Y PRSP PPOPPPPOE
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o, SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ .
ENDEREGO ...ttt ettt ettt ettt NO L APTO: e
BAIRRO: ..t CIDADE ...t

DATA NASCIMENTO.: ...... T lo....

ENDERECO: .

BAIRRO: ... CIDADE:

CEP: o TELEFONE: DDD (............ s
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Estudo biomolecular de produtos de Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae e Borrelia burgdorferi na etiopatogenia da degeneragdao mixomatosa da valva mitral.

PESQUISADOR : Dr. Marcos Gradim Tiveron................cccoccouviieeeeeeiiiiiiieee e

CARGO/FUNGAO: .....Aluno de pés-graduagio.......... INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° ....... 108.057............
UNIDADE DO HCFMUSRP: ........ Unidade Cirargica de Cardiopatias Valvares .................cccocoiiiiiiiniiiinicneee
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
4.DURACAO DA PESQUISA : .............. A8 MESES.......oouiiiiiiiiieie ettt

1 — Desenho do estudo e objetivo(s) essas informagoes estdao sendo fornecidas para participagdo voluntaria neste
estudo, que visa estudar se produtos de bactérias (clamidia, micoplasma e borrelia) estdo presentes e associados com
a etiologia da degeneragdo mixomatosa da valva mitral em comparagdo com valva mitral coletada em pessoas, sem

doencga valvar prévia, que sofreram processo de morte subita.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e identificagdo dos que forem experimentais e
ndo rotineiros - Seu familiar sera submetido a um procedimento junto com a necropsia para retirada de um pequeno
segmento da valva mitral e do endocardio do coragdo que sera encaminhado para analise anatomo-patolégica. Nao

havera prejuizo para o corpo ou 6rgao examinado.



Anexos 74

3 — Relagédo dos procedimentos rotineiros e como sado realizados — coleta de sangue por puncdo periférica da veia do
antebrago; exames radiologicos; Durante o procedimento de necropsia, fragmentos da valva mitral e do endocardio
serdo retirados e encaminhados para exame ao laboratério de Patologia do InCor/HCFMUSP para avaliagdo e
comparagado com valvas mitrais doentes de etiologia mixomatosa. O presente projeto tem como finalidade utilizar para
estudos desses fragmentos, além das técnicas convencionais da Patologia, outras técnicas procurando novos
elementos que possam explicar melhor por que se desenvolvem essa doenca. Nao havera necessidade de coleta

sanguinea ou outros exames complementares.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3. Nenhum desconforto adicional.

5 — Beneficios para o participante. Nao ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo que testa a hipétese de
que agentes infecciosos tipos clamidia, micoplasma e borrelia estejam favorecendo o desenvolvimento de inflamagao
elou infecgdo que pode contribuir para o desenvolvimento da doenga valvar mixomatosa. Somente no final do estudo
poderemos concluir a presenga de algum beneficio sobre o mecanismo de doenga. No entanto, o melhor entendimento
dos mecanismos que levam ao desenvolvimento da doenga pode levar a um melhor tratamento ou prevengado no

futuro;

6 — Relacédo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode optar- Nenhum que se

relacione ao fato de participar do presente projeto.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. Os principais investigadores sdao o Dr. Marcos Gradim Tiveron, que pode ser
encontrado no enderego Av. Vicente Ferreira, 828, Marilia — SP, Telefone (14)96709033, a Dra. Maria de Lourdes
Higuchi, que pode ser encontrado no endere¢co Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 44, Sdo Paulo, Telefone(s) 11-
26615541 e o cirurgidao Dr. Pablo Pomerantzeff. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —

tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer

prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigéo;

09 — Direito de confidencialidade — As informagoes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndao

sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de

resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo

exames e consultas. Também nao ha compensacgao financeira relacionada a sua participagao;
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12 — Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Declaro ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo. Estudo biomolecular de produtos de Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e Borrelia

burgerdorferi na etiopatogenia da degeneragdao mixomatosa da valva mitral.

Eu discuti com o Dr. Marcos G. Tiveron sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo
os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o

mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servigo.
Assinatura do paciente/representante legal Data / /
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal

para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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8.4

Protocolo de Imunohistoquimica

- Tampao de recuperacgao — Tris/EDTA pH 9.0 ou

— Citrato pH 6.0
(Acertar pH e adicionar 0,05% Tween20)
- Tripsina (1/1) em PBS 5 min a 37°C

- Tampao de lavagem - PBS pH 7.4 (Acertar pH e adicionar 0,1% Tween20)

1)

8)

9)

Desparafinamos as laminas: 3 banhos de xilol (10 min cada), seguidos de 3
banhos em etanol 100%, 2 banhos em etanol 95% e 1 banho em etanol 70%.
As laminas foram lavadas varias vezes em agua corrente.

Caso necessario, tratamos as laminas em Tampao de recuperagdo com
0,05% de Tween20 na panela Pascal (DakoCytomation- California/ Code N°
S2800) conforme calibragdo do fabricante, por 2 minutos a 121°C com
pressao de 15.9 psi.

Apos o término do programa, retiramos as cubas e mantivemos as laminas
com o tampéao 5 minutos em TA. Lavamos varias vezes em agua.
Bloqueamos a peroxidase enddégena com peréxido de hidrogénio 20 vol (ou
6%) com 2 banhos de 8 minutos. Lavamos varias vezes em agua.
Bloqueamos com CAS Block (Invitrogen, cat. 00-8120) por 10 minutos em TA
em camara umida.

Pingamos anticorpo primario diluido em Antibody Diluent Reagent Solution
(Invitrogen, Ref 003218) e incubamos em TA em camara umida por 1 hora.
Lavamos em PBS 5 vezes. Pingamos a solugao A do polimero Picture Max
(Invitrogen, Ref 87-8983) e incubamos em TA por 30 minutos.

Lavamos em PBS 5 vezes. Pingamos a solugao B do polimero Picture Max
(Invitrogen, Ref 87-8983) e incubamos em TA por 30 minutos.

Lavamos em PBS 5 vezes.

10) Revelamos no DAB 1:50 (DakoCytomation- California/ Code N° K3468) e

contra-coramos em hematoxilina de Harris.
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8.5 Protocolo de Hibridizacao in situ

A hibridizacao in situ foi realizada para detecgcdo do DNA de Chlamydophila
pneumoniae (50ng/pl), utilizando-se a sonda
ACAACGGCTAGAAATCAATTATAAGACTGAAGTTGAGCATATTCGTGAGGGAG
TGCAGATTTAGATCATGGTGTCATTGCCCAAGGTTAAAGTCTACGT.

Para a permeabilizacdo celular dos cortes histolégicos foi utilizado tampao
Tris’sEDTA 10mM pH 9.0, bloqueio da peroxidase endégena com H202 6% e redugéo
de proteinas nao especificas com bloqueador de proteinas (CAS Block —Invitrogen,
Estados Unidos).

A dupla fita de DNA foi desnaturada em estufa a 95 = 5 °C e a hibridizacao in
situ foi realizada a 60°C, por 19 horas em estufa. O sinal foi amplificado utilizando-se
o kit Genpoint (Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos) e a reacao foi visualizada
com o cromogeno 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos).
Controles: controle negativo - foi omitida a sonda. Cortes histolégicos com tecidos
previamente diagnosticados como positivos para Chlamydophila pneumoniae foram

utilizados como controles positivos para as reagdes.
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8.6 Analise histolégica pela técnica de H&E
Caso Degeneragcdo Mixomatosa Caso Controle
1 DM intensa com vacuolizagdo 31 Pouca DM, muita fibrose densa com
calcificacao
2 Muita fibrose , degeneracdo do 32 Discreta DM
colageno e pouca DM
3 DM sem vacuolizacdo 33 DM na face ventricular
4 DM sem vacuolizacdo 34 DM porgao interna
5 DM sem vacuolizacdao 39 DM porgao interna
6 Muita fibrose, degeneragao do 40 Fibrose e DM com inflamacao
colageno e pouca DM
7 DM sem vacuolizagdo 41 Fibrose e DM
8 DM sem vacuolizagdo 42 DM porgao interna
10 DM sem vacuoliza¢do 43  Fibrose
11 DM sem vacuolizacdo 44 Sem material valvar suficiente
13 Muita fibrose, degeneracdo do 45 Fibrose e degeneragdao com
colageno e pouca DM e muita inflamacao
inflamacao
14 Pouca DM, muita fibrose densa com 46 Muita fibrose e moderada DM
calcificacao
26 DM intensa com vacuolizacdo 47 Muita fibrose e moderada DM
27 DM intensa com vacuolizacdo 48 Muita fibrose e moderada DM
28 DM sem vacuolizacdao 49 Fibrose e intensa DM
29 Pouca DM, muita fibrose densa com 50 Fibrose e intensa DM
calcificacao
30 DM intensa com vacuolizacdo 51 Fibrose e intensa DM
35 Muita fibrose, degeneragao do 52 Fibrose e intensa DM
colageno e pouca DM
36 Muita fibrose, degeneracgao do 53 Muita fibrose e moderada DM
colageno e pouca DM
38 Muita fibrose, degeneragao do 54 Muita fibrose e moderada DM

colageno e pouca DM
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8.7 Quantificagdo das anadlises histolégicas da degeneragdo mixomatosa,
das células inflamatorias e das bactérias
Movat
MOVAT
A (mmz) % degeneracao A (mmz) % degeneracao

CAS 1 2 1 2 CASO 1 2 1 2
1 1,67 1,64 76,9 23,3 31 0,63 0,40 7,5 7,2

2 3091 2,48 53,5 32,7 32 0,77 0,57 12,6 8,1

3 2,13 2,43 75,3 67,8 33 0,37 0,39 21,9 5,1

4 1,55 1,12 27,6 24,9 34 0,50 0,71 11,8 68,3

5 1,56 1,65 57,4 39,7 39 0,95 0,36 75 39,3

6 1,21 1,73 41,8 13,7 40 2,77 1,69 30,7 11,5

7 2,12 1,35 64,4 59,3 41 2,77 1,22 51,2 10,1

8 3,65 3,84 26,2 31 42 1,43 1,20 26,4 43,2

10 6,97 0,73 50 15 43 0,47 0,53 50,3 30,5
11 3,89 2,86 19,5 3,9 44 0,37 0,33 25,3 6,6
13 3,70 1,72 0,7 0,5 45 2,81 2,01 39 17
14 1,35 1,19 37,1 21,5 46 0,93 0,64 4,3 0,1
26 0,99 2,27 71,8 35,7 47 1,54 2,73 81,9 74,1
27 1,45 1,37 80,5 24,3 48 1,28 1,05 39,4 31,6
28 1,34 2,35 61,5 3,8 49 2,51 0,65 40,7 30,7
29 1,47 2,84 57,8 18,9 50 2,71 2,99 19,7 19,5
30 1,49 1,66 73,5 10,8 51 1,44 1,71 29,2 23,7
35 1,77 1,85 80 72,6 52 2,55 0,59 69,6 60
36 1,50 0,62 91,6 66,4 53 2,37 2,61 18,5 9,5
38 1,41 1,40 45,7 43,5 54 1,30 0,59 55,6 39,4
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CD 20
CD 20
N. Céls +/mm? N. Céls +/mm?

CASO 1 2 CASO 1 2
1 24,6 51,6 31 0,0 0,0
2 30,4 57,7 32 3,6 2,0
3 230,0 130,3 33 16,4 8,4
4 7,2 90,3 34 4,6 3,4
5 22,3 26,6 39 9,7 3,0
6 8,1 139,4 40 4,7 0,0
7 4,2 9,0 41 7,5 2,4
8 5,3 6,6 42 10,7 8,7
10 14,7 0,0 43 2,5 16,8
11 20,8 18,3 44 176,9 71,3
13 21,5 10,6 45 3,7 2,4
14 3,4 9,5 46 9,9 13,8
26 13,7 4,6 a7 1,6 2,5
27 44,3 13,6 48 1,6 29,9
28 5,0 3,6 49 4,3 1,1
29 27,0 6,3 50 4,3 5,4
30 9,4 5,3 51 21,4 26,7
35 2,1 1,5 52 4,6 0,0
36 31,2 10,7 53 3,5 7,2
38 31,4 26,1 54 9,8 1,6
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CD 45
CD 45
N. Céls +/mm? N. Céls +/mm?

CASO 1 2 CASO 1 2
1 105,4 88,1 31 2,8 2,1
2 155,9 42,8 32 0,0 7,0
3 316,4 182,2 33 11,9 3,2
4 1,3 0,0 34 10,5 3,1
5 132,5 348,6 39 2,2 7,2
6 107,9 138,9 40 12,3 6,4
7 9,9 20,8 41 1,7 4,3
8 2,3 1,8 42 15,1 5,5
10 76,0 70,1 43 4,1 2,1
11 25,0 41,0 44 0,0 4,2
13 88,2 67,2 45 54,9 1,7
14 61,8 5,9 46 0,0 0,0
26 10,8 3,4 a7 1,7 0,9
27 0,0 0,0 48 2,8 10,2
28 91 4,6 49 2,3 1,6
29 2,9 2,1 50 4,2 1,4
30 23,8 22,5 51 9,9 0,0
35 0,0 0,5 52 0,0 4,9
36 3,5 0,0 53 0,5 0,8
38 10,8 4,2 54 8,3 1,2
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CD 68
CD 68
N. Céls +/mm? N. Céls +/mm?

CASO 1 2 CASO 1 2

1 37,4 6,7 31
2 25,4 12,2 32 527,5 252,4
3 171,1 140,1 33 216,9 249,8
4 46,4 13,3 34 82,3 158,5
5 27,7 31,4 39 40,0 30,1
6 40 79,1 66,5
7 10,7 5,9 41 72,0 22,8
8 15,9 5,5 42 68,0 39,1
10 10,3 6,9 43 50,6 5,4
11 38,7 23,4 44 123,4 116,8
13 37,4 6,7 45 29,9 55,9
14 117,0 30,1 46 33,2 31,6
26 51,8 55,2 a7 111,4 28,3
27 23,4 53,4 48 58,8 43,0

28 195,1 109,0 49
29 86,5 181,9 50 30,1 24,8
30 294,7 45,7 51 58,5 238,7
35 41,6 30,5 52 23,0 46,7
36 77,0 109,8 53 194,2 111,1
38 35,9 64,2 54 240,9 156,6
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Borrelia Burgdorferi

Borrelia Burgdorferi

CASO

pum’Ag (1mm)

7764
16338
7427
3821
4732
2031
2052
2213
3513
2272
10223
1359
9802
10368
5788
20009
17194
25927
13997
13360
7764

7739
13346
2776
3086
1283
6803
1879
1863
15212
4341
3797
1105
7296
5913
4302
27029
6068
14005
7961
10017
7739

CASO

31
32
33
34
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

pum’Ag (1mm)

1
7169
0
13596
14750
7277
9030
13990
15778
2991
4171
16169
9705
17694
10276

10584
42413
5840
17209
41777

715
834
794
4571
2082
9573
45326
4279
456
1169
52267
17403
42795
6483

12305
83712
31074
24699

8403
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Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae

CASO

0O NO Ul B WN B

W W W W NNNNREPR R R R
OO U1 O OOONO P WPEFL O

pum’Ag (1mm)

1
285395
454628
508380
157974

39158
365093
213513
204012
532536
488952
933127
130001

824
28416
1988
1814
3862
276659
25986
21464

2
79464
428145
760256
412731
69878
397689
126796
599655
264730
499626
535191
85139
727
2502
471
2095
2503
199777
4033
1701

CASO

31
32
33
34
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

pum’Ag (1mm)

1
1235
12229
9005
1897
3696
12630
53707
5539
821
3771
12406
66129
15284
30971
18116
6935
37374
364

0
3016

2
1089
14527
14326
7428
1731
3733
9797
5059
2057
6952
17471
98130
18921
41764
19485
3879
126003
3960
0

0
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Clamydophila pneumoniae

Clamydophila pneumoniae

pum?Ag (1mm) um?Ag (1mm)
CASO 1 2 CASO 1 2
1 109887 11816 31
2 6679 321 32 7624 4436
3 10841 13195 33 39597 51447
4 14977 2794 34 69765 20062
5 4097 1958 35
6 39 1716 3119
7 4768 3533 41 4964 4970
8 26672 20770 42 2484 730
10 9905 6838 43 857 0
11 5332 5881 44 2074 543
13 16123 2405 45 3679 1174
14 20797 17534 46
26 11112 11831 47 6435 9591
27 4024 1624 48 6938 2983
28 17701 3199 49
29 4663 1594 50 1772 0
30 20589 660 51 5965 10269
35 859 2122 52 11894 2090
36 1181 119 53 23592 0
38 7904 9676 54 5763 791
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Metaloproteinase 9

CASO

0O N O L B WN B

W W W W NNDNNR R R R
cO OO U1 O W NO P WL O

MMP9
um-°Ag (1mm)

1 2 CASO
416511 381734 31
256699 664132 32
1369513 1457658 33
760474 310800 34
1243911 989778 39
898008 785820 40
745227 760091 2
1058262 467390 42
1554451 397956 43
241465 672055 44
527061 702677 45

34494 32467 46
41362 66941 47
112803 48273 48
191617 87119 49
206032 286931 50
1097643 491402 51
480727 349678 52
650108 256905 53
57229 41007 54

um-°Ag (1mm)

1
18080
260654
270533

7273
71433
311264
298659
167801
47465
267956
335024
40840
467011
444725
125460
133785
484481
399898
484352
338731

2
25525
214691
103894
29973
244372
23589
248776
43945
6366
184900
83648
3012
379092
397151
289757
318189
233815
29657
213198
40600
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8.8

a)

b)

c)
d)

Protocolo de Microscopia Eletronica

Inclusao rapida para microscopia eletrénica para tecido

Para fixacdo das amostras: o tecido foi cortado com o auxilio de laminas de
inox em cima de papel aluminio estéril (Qquando necessario, cortou-se de tal
maneira que se respeitasse o limite das camadas do fragmento e o tamanho
do corte deveria ser no maximo 1mm de um lado e 0,5 mm do outro),
adicionado 1000yl de glutaraldeido 3% e incubado na geladeira por 3 horas a
4°C.

A seguir, adicionamos 500ul de hexaferricianeto 2% + 500ul de 6smio 2%
(6smio reduzido), incubamos por 2 horas a 4°C (geladeira 6).

Lavamos o fragmento 3 vezes com 500yl de solugao salina 0,9% sacarose.
Adicionamos ao fragmento 500ul de uranila 0,5%, 0,40 M com sacarose
(incubamos a 4°C por 16 horas na geladeira).

Lavamos o fragmento 3 vezes com 500yl de solugao salina 0,9% sacarose.
Desidratagdo com ETANOL 70%: adicionamos ao fragmento 500ul de etanol
70% e incubamos por 10 minutos a TA. Repetimos este procedimento 3
vezes.

Desidratagdao com DIMETOXIPROPANO: adicionamos ao fragmento 500ul de
2,2-dimetoxipropano acidificado e incubamos por 5 minutos a TA.

Fixagdo em ACETONA: adicionamos ao fragmento 500ul de acetona (parte
superior do sulfato de cobre 4% em acetona), e incubamos por 2 minutos a
TA.

Preparamos em um tubo a parte a mistura de acetona com resina polybed
812/araldite F (1:1). Adicionamos 500ul da mistura ao fragmento e incubamos
por 30 minutos a TA.

Retiramos o fragmento com o auxilio de uma agulha e colocamos nos moldes
de silicone.

Polimerizagao: em seguida as capsulas foram incubadas na estufa a 60°C por
24 horas.

A coloragao dos cortes ultrafinos (70 nand6metros) foi feita com uranila
saturada e citrato de chumbo.
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8.9 Quantificagdo dos antigenos de Borrelia burgdorferi, Mycoplasma
pneumoniae e MMP9 na comparagao entre o grupo DM e o grupo
controle contendo apenas os casos associados a doenga
cardiovascular

Borrelia burgdorferi

Bb G1 G2

pum-Ag Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p

(Tmm)

area 1 3.821 (1.359- 2046 6791  9.367 (2.991- 7435 14370 p=0,32

25.927) 14.703)
area 2 6.803 (1.105- 2784 8937  13.487 (455- 7071 36934 p=0,31
15.212) 45.326)

Bb: Borrelia burgdorferi; G1: grupo 1; G2: grupo 2; dp: desvio padrdo; ep: erro padrio; pum-®:
micrémeros quadrados; Ag: antigenos; mm: milimetros.

Mycoplasma pneumoniae

Mp G1 G2

pum-Ag Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de p

(Tmm)

area 1 213.513 97997 298767 12.630 1628 3903 p=0,013
(823-532.536) (364-66.129)

area 2 126.796 64035 297969  7.427 27013 19062 p=0,07

(470-412.731)

(1089-98130)

Mp: Mycoplasma pneumoniae; G1: grupo 1; G2: grupo 2; dp: desvio padrdo; ep: erro padrdo; um-*:
micrémeros quadrados; Ag: antigenos; mm: milimetros.

Metaloproteinase (MMP9)

MMP9 G1 G2

pum-Ag Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 valor de

(1mm) p

area 1 480.727 154053 794857 125.460 45809 333422  p=0,05
(34.494-1.554.451) (7.272-467.011)

area 2 349.678 82074 48849  29.657 19283 259021 p=0,037

(32.467-785.820)

(3.012-379.092)

MMP9: metaloproteinase MMP9; G1: grupo 1; G2: grupo 2; dp: desvio padrdo; ep: erro padréo; um-*:
micrémeros quadrados; Ag: antigenos; mm: milimetros.
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