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A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome clinica de alta morbimortalidade e em
uma parcela expressiva de casos, sem etiologia definida, o papel de agentes
infecciosos tem sido considerado. No entanto, muitas duvidas existem neste
contexto, além de incipiente participacdo da populacdo nacional em estudos
sobre o tema. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de agentes
infecciosos pré-estabelecidos e de inflamagdo, em fragmentos de biopsia
endomiocardica de pacientes com miocardiopatia dilatada idiopéatica e
miocardiopatias de outras etiologias especificas, em comparacdo a grupo
controle sem evidéncia de cardiopatia. Entre julho de 2008 e agosto de 2011
foram estudados fragmentos de biopsia endomiocardica de pacientes
internados com miocardiopatia dilatada idiopatica em avaliacdo para
transplante cardiaco, doadores e coracbes explantados de diferentes
miocardiopatias. Foram definidos 2 grupos: doadores (29 casos) e
miocardiopatas (55 casos, incluindo, 32 idiopaticos, 9 chagasicos, 6
isquémicos e 8 de outras etiologias especificas). Observamos que a inflamacao
por linfécitos T foi mais intensa nos miocardiopatas em relacdo aos doadores,
ndo havendo diferenca em relagdo a presenca de macrofagos, expressao de
HLA de classe Il e de ICAM-I. Quando se comparou por etiologia, a inflamacéo
na doenca de Chagas foi preponderante. A pesquisa de microorganismos por
imunohistoquimica demonstrou uma maior expressdo de antigenos de
enterovirus nos doadores, de borrelia e das hepatites B e C nos
miocardiopatas. Por biologia molecular, em todos os grupos, a positividade
para 0s microorganismos foi elevada, incluindo co-infec¢des, havendo uma
maior positividade de adenovirus e HHV6 nos doadores em relacdo aos
miocardiopatas. Os parametros de inflamacdo n&o se correlacionaram a
presenca de microorganismos, quer seja por imunohistoquimica ou por biologia
molecular. Que seja do nosso conhecimento, este estudo foi pioneiro ao
demonstrar a presenca de virus em tecido cardiaco de miocardiopatia

chagéasica e aumento da expressao de HLA de classe II, ICAM-I e do namero
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de macrofagos em fragmentos de biopsia endomiocardica de doadores, tal
como nas miocardiopatias. Assim, podemos concluir que a presenca de
agentes infecciosos e inflamacdo no miocardio de pacientes com
miocardiopatia dilatada idiopatica € frequente, e da mesma forma, em doadores
de transplante cardiaco e miocardiopatias de outras etiologias. Com base em
nosso estudo, a relagdo causal entre a presenca de agentes infecciosos no
tecido cardiaco e o desenvolvimento de miocardiopatia é controversa. Novos
estudos envolvendo a quantificacdo de copias de microorganismos, utilizacédo
de diferentes técnicas simultaneamente, sequenciamento de cepas
patogénicas, simbiose entre agentes e o0 hospedeiro, producdo de
autoanticorpos mediada por microorganismos e predisposicdo genética do
hospedeiro devem ser realizados visando estabelecer o real papel de agentes

infecciosos no desenvolvimento das miocardiopatias.

Descritores: 1. Insuficiéncia cardiaca 2. Miocardiopatia dilatada 3.Inflamagé&o

4. Virus 5. Bactérias 6. Doenca de Chagas 7. Biopsia 8. Biologia molecular



ABSTRACT
Mangini S. Infectious agents and inflammation in the myocardium of patients

with dilated cardiomyopathy [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2013.

Heart failure is a clinical syndrome with high morbidity and mortality. In a
significant portion of cases of unknown etiology, the role of infectious agents
has been considered. However, there are many pitfalls in this context and
incipient studies including national population. The aim of this study was to
determine the frequency of predetermined infectious agents and inflammation in
endomyocardial biopsy specimens from patients with idiopathic dilated
cardiomyopathy and other specific etiologies, compared to the control group
without heart disease. Between July 2008 and August 2011 were studied
endomyocardial biopsy specimens from hospitalized patients with idiopathic
dilated cardiomyopathy undergoing evaluation for heart transplantation, donors
and explanted hearts from different cardiomyopathies. 2 groups were defined:
donors (29 cases) and cardiomyopathy (55 cases, including 32 idiopathic, 9
chagasic, 6 ischemic and 8 other specific etiologies). We observed that
inflammation by T lymphocytes was more intense in cardiomyopathy in relation
to donors and no difference regarding the presence of macrophages,
expression of class I HLA and ICAM-I. When comparing by etiology,
inflammation in Chagas’ disease was predominant. The search of
microorganisms by immunohistochemistry showed a higher expression of
antigens of enteroviruses in donors, borrelia, hepatitis B and C in
cardiomyopathy. In molecular biology, in all groups, the positivity was elevated
to microorganisms, including co-infection, with a higher positivity to adenovirus
and HHV6 in donors towards cardiomyopathy. The parameters of inflammation
did not correlate with the presence of microorganisms, either by
immunohistochemistry or by molecular biology. To our knowledge, this study
was pioneer demonstrating the presence of virus in the heart tissue of chagasic
cardiomyopathy and increased expression of class Il HLA, ICAM-1 and
macrophages in endomyocardial biopsy specimens from donors, as in
cardiomyopathies. Thus, we can conclude that the presence of infectious
agents and inflammation in the myocardium of patients with idiopathic dilated



cardiomyopathy is frequent, and similarly in heart transplant donors and
cardiomyopathies of other etiologies. Based on our study, the causal
relationship between the presence of infectious agents in cardiac tissue and the
development of cardiomyopathy is controversial. Further studies involving the
quantification of copies of microorganisms, simultaneous use of different
techniques, sequencing of pathogenic strains, symbiosis between agents and
the host, mediated autoantibody production by microorganisms and genetic
predisposition of the host must be performed in order to determine the real role

of infectious agents in the pathogenesis of cardiomyopathies.

Descriptors: 1. Heart failure 2. Dilated cardiomyopathy 3.Inflammation 4. Virus
5. Bacteria 6. Chagas’ Disease 7. Biopsy 8. Molecular Biology
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é condicdo de elevada incidéncia e
prevaléncia. Segundo dados do DATASUS, referentes ao ano de 2011, as
doencas do sistema circulatério sdo a primeira causa de mortalidade no Brasil
(21%), sendo a IC a principal responsavel pelos o6bitos de origem
cardiovascular neste periodo (27,6%) e a principal causa cardiovascular de
internacdo hospitalar (22,5%)".

Apesar de avangos no entendimento da sua fisiopatologia e
consequentemente do seu tratamento, persiste com morbidade e mortalidade
elevadas®®.

O diagndstico etiolégico da IC tem implicacbes prognosticas e
terapéuticas®. Diferentes mecanismos de agressdo ao coracdo como doenca
arterial coronaria, hipertensao arterial sistémica, microorganismos, valvopatias
e cardiopatias congénitas podem estar relacionadas ao desenvolvimento de IC.
Entretanto, apdés avaliacdo clinica, pode-se nd&o chegar ao diagndstico
etiolégico em parcela consideravel de pacientes®. Quando existe lesdo
estrutural e funcional do miocardio levando a IC e sem etiologia definida apos
investigacdo clinica, considera-se o diagnoéstico de doenca do musculo
cardiaco de causa desconhecida ou miocardiopatia dilatada idiopatica. Tal
condicao no Brasil e no mundo é muito frequente e acomete aproximadamente

um terco dos pacientes com IC.

1.1. Miocardiopatia
1.1.1 Histérico e Conceito de Miocardiopatia

O termo miocardite foi inicialmente apresentado no inicio do século XIX,
por Corvisart, na diferenciagcdo entre hipertrofia e dilatacdo das camaras
cardiacas (miocardite hipertréfica)®. Joseph Soberheim em 1937 descreveu a
miocardite como a presenca de inflamacdo no miocardio’. O conceito de
doenca do musculo cardiaco foi primeiramente introduzido em meados do
século XIX por Virchow®?, em que a doenca cardiaca ndo valvar foi
denominada como “miocardite cronica”, sendo a inflamacdo a Unica causa

reconhecida de doenca do miocérdio. Em 1881, Khrel'® descreveu o conceito



da doenca idiopatica do musculo cardiaco. Josserand e Gallavardin em 1901
utilizaram o termo doenca miocardica primaria.

JA no século XX, patologistas observaram baixa frequéncia de
miocardite crbnica nas necropsias; a procura por etiologia nao inflamatéria foi
intensificada e o reconhecimento clinico da lesdo do musculo cardiaco
secundaria & doenca coronéria e hipertensdo aumentou em frequéncia®®. Em
1950, Henry Christian descreveu que um terco das doengas nao inflamatorias
do coracdo nao poderia ser atribuido a hipertensdo ou doenca arterial
coronaria®®.

O termo miocardiopatia foi utilizado pela primeira vez por Brigden em
1957, para descrever a doenca do musculo cardiaco, ndo relacionada a doenca
coronaria®.

Em 1967 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) realizou um encontro
em Kingston (Jamaica) com representantes de varias partes do mundo para
discutir sobre as miocardiopatias. Na ocasiao Fritz Koberle (FMUSP Ribeiréo
Preto) e Aluizio Prata (Universidade da Bahia) foram os representantes
brasileiros e apresentaram seus estudos em doenca de Chagas. A publicacdo
de 1968™ traz uma ampla discussdo sobre os achados de miocardiopatia em
diferentes regides do mundo e apresenta as bases para o diagndstico clinico
da “cardiomegalia idiopatica”.

Goodwin e Oakley, em 1972, propuseram a classificacdo das
miocardiopatias em congestiva, hipertréfica ou obliterativa®®.

Na década de 1980 a OMS definiu miocardiopatias como doengas do
miocardio de causas desconhecidas e as classificou em dilatada, hipertréfica e
restritiva. Quando associadas a alteracdes sistémicas ou cardiacas conhecidas
foram classificadas como miocardiopatias especificas (isquémica, valvar, por
hipertensdo, congénita, infecciosa, metabdlica, distrofias musculares, toxicas,
periparto)*’.

Em 1995 a OMS coordenou uma segunda forca tarefa para definicdo e
classificacdo das miocardiopatias®. Na ocasi&o foi acrescida a classificacdo a
displasia arritmogénica de ventriculo direito (DAVD). Em relacdo as
miocardiopatias especificas o0 conceito de miocardiopatia inflamatoria foi

introduzido com base em achados histoloégicos, imunologicos e



imunohistoquimicos e englobando ndo apenas as infec¢cbes, mas também
autoimunidade e inflamacéao idiopéatica.

Com a progressdo do conhecimento cientifico em relacdo a melhor
definicdo de causas até entdo desconhecidas, uma década depois, a American
Heart Association / American College of Cardiology (AHA / ACC) revisou o
conceito de miocardiopatias as reclassificando em primarias e secundéarias™®.
As miocardiopatias primarias seriam restritas ao musculo cardiaco e foram
divididas em genéticas (hipertréfica, DAVD, miocéardio n&o-compactado,
doencas de depdsito de glicogénio, miopatias mitocondriais, doencas dos
canais i0nicos), mistas (miocardiopatia dilatada, restritiva) e adquiridas
(inflamatérias, por estresse, periparto, taquicardiomiopatia). As secundarias
apresentariam envolvimento miocardico relacionado a uma variedade de
alteracdes sistémicas acometendo também outros 6rgaos.

Em 2008 a Sociedade Européia de Cardiologia (ESC) também publicou
uma nova classificacdo®®. Manteve o conceito da década de 1980 das
miocardiopatias como exclusdo de causas especificas e da revisdo de 1995
dividindo as miocardiopatias em hipertrofica, dilatada, DAVD, restritiva e nao-
classificadas, além disso subdividiu este conjunto de miocardiopatias em

genéticas/familiares ou ndo-genéticas/ndo-familiares.

1.2 Miocardiopatia Dilatada

Combinando estes conceitos evolutivamente apresentados, dentre as
miocardiopatias primérias, a miocardiopatia dilatada é a causa mais comum e
pode estar relacionada a diferentes situacfes podendo ser genética e/ou
familiar, adquirida ou mista. Estruturalmente apresenta-se com dilatacdo e
comprometimento da contracdo do ventriculo esquerdo ou de ambos os
ventriculos. Pode ser diagnosticada em associacdo com doencas
cardiovasculares reconhecidas, porém, para se definir como miocardiopatia
dilatada a extensdo da disfuncdo miocardica ndo pode ser explicada por
sobrecarga de camaras ou isquemia®.

Pode acometer individuos de qualquer idade, sexo ou raca, apesar de
um predominio do sexo masculino®. Sua prevaléncia na populacédo geral é
imprecisa e provavelmente subestimada. Em criancas estima-se uma

incidéncia de 0,57 casos/100000/ano, com predominio do sexo masculino,
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negros e criangas abaixo de 1 ano, sendo dois tercos dos casos provavelmente
sem causa definida®. Em adultos a prevaléncia estimada é de 1 para cada
2500 individuos, com uma incidéncia provavelmente subestimada de 7
casos/100000/ano®.

Na tabela 1 estdo descritos os principais mecanismos relacionados ao
desenvolvimento de miocardiopatia dilatada. Mutagbes genéticas sao
encontradas em 30 a 50% dos pacientes e podem envolver diferentes

2124 além disso,

proteinas do citoesqueleto e do sarcomero de cardiomiocitos
algumas formas da doenca tém carater familiar, podendo-se encontrar doenca
cardiaca em 20 a 65%%?>%* das familias de pacientes com miocardiopatia
dilatada®’. Heranca autossdmica dominante é a mais comum, € menos
frequentemente podemos encontrar heranca ligada ao X, autossdmica
recessiva e mitocondrial®®. Outro escopo da miocardiopatia dilatada de
destaque é a miocardiopatia inflamatéria quer seja por auto-imunidade ou
secunddria a agentes infecciosos® . A auto-imunidade se considera a partir do
achado de infiltrado inflamatério na auséncia de agentes infecciosos
identificaveis em tecido miocardico, aliado ao aumento da expressdao de
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), moléculas de
adesdo e presenca de autoanticorpos circulantes em pacientes com
miocardiopatia dilatada®*>*"*?. Genoma viral tem sido detectado em 10 a 71%
dos pacientes com miocardiopatia dilatada com predominio de parvovirus B19
(PB19)*** enterovirus®* e adenovirus®®; outros agentes etiolégicos também
tém sido descritos®’. Entretanto, a relacdo causal entre o achado de agentes
infecciosos e o desenvolvimento de doenca ainda é motivo de debate®**. Os
aspectos clinicos, histopatolégicos e moleculares da miocardiopatia

inflamatoria seréo discutidos a seguir.



Tabela 1.
Mecanismos envolvidos no desenvolvimento das miocar diopatias
Mutacdes genéticas

Infecgcbes

Toxicidade de drogas

Apoptose

Autoanticorpos e doencgas auto-imunes
Doencas metabdlicas de depdsito
Disfuncdo mitocondrial

Doencas de canais idnicos
Taquicardiomiopatia

Periparto

Doenca infiltrativa

Doenca endomiocardica

Doencas enddcrinas

Deficiéncias nutricionais

Disturbios eletroliticos
Adaptado de Jefferies JL, Towbin JA. Dilated cardiomyopathy. Lancet 2010; 375: 752-62"%.

1.2.1 Miocardiopatia Inflamatoria

Segundo consenso da OMS de 1995 a miocardiopatia inflamatéria é
definida como miocardite associada a disfuncdo cardiaca com base em
achados histol6gicos, imunolégicos e imunohistoquimicos. Pode ser
relacionada a agressao infecciosa, auto-imune ou idiopatica. Para seu
diagnéstico € necessaria a realizacdo de biopsia endomiocéardica. Assim, a
miocardite € o substrato histopatologico, que aliado a disfuncdo cardiaca

resulta na miocardiopatia inflamatoria.

1.2.2 Miocardite: biopsia endomiocardica e histopat  ologia

A primeira descricdo de técnica nado cirargica de biopsia endomiocardica
ocorreu na década de 1950%°. A partir da década de 70 as pingas reutilizaveis
se tornaram o método padrdo e mais recentemente as pincas descartaveis tem

substituido as reutilizaveis.
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Apesar de discussdes sobre seus riscos e potenciais beneficios, se
mantém como padrao-ouro para o diagndstico de miocardite. Em centros com
profissionais experientes para realizagdo do procedimento o indice de
complicacdes é baixo*’. A abordagem habitual é através da veia jugular interna
ou femoral visando fragmentos do septo do ventriculo direito, sob visualizacéo,
através de radioscopia na sala de hemodinamica.

Em 2007 foi publicada uma diretriz conjunta AHA / ACC / ESC sobre o
uso da biopsia endomiocardica no manejo das doencas cardiovasculares®,
definindo os cenarios clinicos possiveis para utilizacdo desta estratégia
incluindo niveis de evidéncia e graus de recomendacgdo. Pela diretriz, na
investigagdo de IC de inicio recente, sem melhora com tratamento
convencional, a biopsia endomiocardica é altamente recomendada. Nos casos
de miocardiopatia dilatada de causa indeterminada recomenda-se que a
investigacdo seja realizada em centros com elevada expertise em anatomia
patolégica e estrutura para realizagdo de andlises histoldgicas,
imunohistologicas e de biologia molecular.

Baseado na histopatologia, diversos tipos de miocardite podem ser
identificadas: linfocitaria, eosinofilica, polimorfonuclear, células gigantes e
granulomatosa. A miocardite linfocitaria é a forma mais comum™.

A intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatério sédo muito variaveis,
apresentando desde um pequeno foco solitario a agregados multifocais e

comprometimento difuso de amplo espectro.

Tabela 2.

Critérios de Dallas

Biopsia inicial Biopsia de seguimento
Miocardite ativa Miocardite persistente

Miocardite “borderline”  Miocardite em resolucéo

Auséncia de miocardite Miocardite resolvida

A presenca ou auséncia de fibrose pode ser descrita

Em 1987* foram publicados os critérios de Dallas para o diagnéstico de
miocardite (tabela 2); duas classificacdes separadas séo utilizadas para a

biopsia inicial e a de seguimento. Estes critérios avaliam a presenca de
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infiltrado inflamatdrio celular, com ou sem necrose de midcitos, em fragmentos
de tecido cardiaco corados em hematoxilina-eosina. Apesar de terem sido
utiizados por mais de 20 anos, apresentam limitagcdes relacionadas a
variabilidade interobservador, valor progndéstico, discrepancia com outros
marcadores de ativacdo imune ou infecciosa do miocardio e baixa
sensibilidade**°.

Devido a limitagdo dos critérios de Dallas para o diagnostico de
miocardiopatia inflamatoria, novas estratégias foram desenvolvidas a partir da
utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica para marcacdo de linhagens
celulares*’ (linfécitos T, linfocitos B e macréfagos), expressdo de HLA*® e
moléculas de adesdo™.

Estudos que avaliaram a presenca de células inflamatorias em coracfes

normais50’5l’52'53'54

e também de doadores de transplante cardiaco®,
demonstraram a presenca de leucdcitos e macrofagos, em especial linfécitos,
porém em quantidade reduzida. Com base nestes achados, um consenso do
Conselho de Miocardiopatias da World Heart Federation (WHF)*® especificou
como inflamacdo na BEM a contagem de leucdcitos 214 células / mm?. Mais
recentemente, outros autores tem levado em consideragédo para definicdo de
inflamacdo na BEM a contagem 214 leucécitos/mm? e/ou 27 linfécitos T / mm?
43,57,58 .

Os macrofagos sdo células importantes tanto na resposta imune inata
quanto no desenvolvimento da imunidade adquirida e apresentam um papel de
ativacdo do sistema imune através da producédo de citocinas, favorecendo a
perpetuacdo da inflamac&o®’; podem ser evidenciados por imunohistoquimica
com a marcacdo CD68. Na miocardiopatia inflamatdria, o papel das diferentes
linhagens de linfécitos ndo estd totalmente esclarecido, apesar de sua
presenca conferir pior prognéstico®®. A marcacdo CD3 reconhece os linfécitos T
e CD20 os linfocitos B. A marcacdo CD45R0 reconhece uma isoforma do
antigeno comum de leucécitos e esta presente em 40% dos linfocitos T e
subpopulacdes de mondcitos, macréfagos e granulécitos®®. Além de sua acgéo
direta sobre microorganismos e o0s préprios cardiomiécitos, os linfocitos
produzem multiplas citocinas com influéncia sobre inflamacéo, reparacdo e

evolucdo da miocardiopatia®.
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Além da quantificacdo de leucécitos, algumas publicacdes®°® tém
valorizado a associagcdo do aumento na expressdo de MHC (HLA de classes |
ou )*® e de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-)*° para estabelecer o
diagnodstico de inflamacéo no tecido cardiaco. Para a resposta inflamatéria a
qualquer agressdo, uma rede de receptores endoteliais de adesdo e seus
ligantes especificos organiza o processo de recrutamento das células do
sistema imune®?. Esta rede é composta por 3 grupos: as integrinas (incluindo a
LFA-1 - lymphocyte function-associated antigen), as selectinas e a superfamilia
das imunoglobulinas. Esta ultima € composta pelos receptores de células T,
HLA de classe | e Il, CD4, CDS8, ICAM, VCAM, LFA-2 e LFA-3. Uma vez que o
infiltrado celular pode ser focal e a biopsia ndo ser representativa desta area, a
expressao de HLA / ICAM por ter carater de distribuicdo difusa, pode aumentar

a sensibilidade para o diagnéstico de inflamacao miocardica®.

1.2.3 Miocardite: aspectos clinicos

As manifestacdes clinicas da miocardite sdo muito amplas, com um
espectro de sintomas variando desde cursos assintomaticos a apresentacdes
com sinais de infarto do miocéardio, IC descompensada e até choque
cardiogénico. Dor toracica e arritmias atriais ou ventriculares podem estar

presentes, além dos sinais/sintomas de IC aguda ou cronica.

1.2.4 Miocardite: etiologias e fisiopatologia
Conforme tabela 3, existe uma grande gama de microorganismos,
substancias e doencas (em especial auto-imunes) que podem gerar miocardite.
Os agentes infecciosos, principalmente os virus, tem sido considerados

0S maiores responsaveis pelo desenvolvimento da inflamac¢do miocardica.
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Tabela 3.

Causas infecciosas e ndo infecciosas de miocardite

Infecciosas

N&o infecciosas

Virus: adenovirus, arbovirus, Chikungunya
virus, citomegalovirus, echovirus, enterovirus
(Coxsackie B), Epstein-Barr virus, flavivirus,
hepatite B, hepatite C, herpes simplex 1 e 2,
herpes virus humano 6, HIV, influenza A e B,
parvovirus B19, sarampo, poliovirus, raiva,

virus sincicial respiratorio, rubéola, varicela,

variola

Bactérias: Burkholderia pseudomallei,
Brucella, Chlamydia, Corynebacterium
diphtheriae, Francisella tularensis,
Haemophilus influenzae, gonococcus,
Clostridium,  Legionella, = Mycobacterium,
Mycoplasma, Neisseria meningitidis,
Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus
A, Streptococcus pneumoniae, tétano,
tularemia, colera

Espiroquetas: Borrelia, Leptospira,

Treponema pallidum

Helmintos: Ascaris, Echinococcus
granulosus, Heterophyes, Paragonimus
westermani,  Schistosoma, Strongyloides

stercoralis, Taenia solium, Toxocara canis,

Trichinella spiralis, Wuchereria bancrofti

Fungos: Actinomyces,
Candida,

Cryptococcus, Histoplasma, Mucor, Nocardia,

Aspergillus,

Blastomyces, Coccidioides,

Sporothrix schenkii,
Protozoarios: Balantidium, Entamoeba
histolytica, Leishmania, Plasmodium

falciparum, Sarcocystis, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Toxoplasma gondii

Riquétsias: Coxiella  burnetti, Orientia
tsutsugamushi, Rickettsia rickettsii, Rickettsia

prowazekii,

Drogas: aminofilina, anfetaminas,

antraciclinas, catecolaminas, cloranfenicol,

cocaina, ciclofosfamida, etanol, fenitoina, 5-
flouracil, imatinib, interleucina-2, metisergida,

trastuzumab, zidovudina

Hipersensibilidade: antiinflamatériosnéo-

hormonais, benzodiazepinicos, clozapina,

cefalosporinas, dapsona, dobutamina,

diuréticos de alca e tiazidicos, estreptomicina,
fenobarbital, gefitinib, macrolideos, metildopa,
mexiletine, penicilinas, sulfa, toxdide tetanico,
tetraciclinas, triciclicos, vacinas (variola),
venenos (abelha, aranha, cobra, escorpido,
vespa)

Ambientais: arsénico, chumbo, cobre, ferro,
monéxido de carbono

auto -imunes:

Doencas dermatomiosite,

miocardite de células gigantes, doencas

inflamatorias intestinais, artrite reumatoide,

doenca de Sjogren, lGpus eritematoso

sistémico, esclerodermia, arterite de

Takayasu, granulomatose de Wegener

Doencas sistémicas: doenca celiaca,

sindrome de Churg Strauss, sindrome

hipereosinofilica, doenca de Kawasaki,
sarcoidose
Outras: hipotermia, rejeicdo ao transplante,

radiacéo

Adaptado de Jefferies JL, Towbin JA. Dilated cardiomyopathy. Lancet 2010; 375: 752-6218
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A fisiopatologia da miocardite em humanos ndo é completamente
entendida. Modelos murinos de miocardite viral sugerem, de maneira
simplificada, que seu desenvolvimento apresenta 3 fases: aguda (alguns dias),
subaguda (algumas semanas a meses) e cronica (desenvolvimento da
miocardiopatia dilatada)®® e além disso, 2 mecanismos patogénicos S&o
descritos: les@o citopatica direta induzida pelos microorganismos e resposta
imune anticardiaca mediada pelos microorganismos. A fase 1 corresponde a
infeccéo inicial, que pode curar até mesmo sem sequela ou levar a IC ou morte,
ou progredir para as fases 2 / 3**. Na maioria dos pacientes com miocardite
viral o patégeno é eliminado e o sistema imune reduz sua atividade sem outras
complica¢Bes adicionais. Entretanto, em uma minoria de pacientes o virus ndo
€ eliminado resultando em lesdo miocardica persistente e inflamacéo
secundaria & producdo de anticorpos®. Assim a miocardite viral poderia ser
considerada um dos precursores para o desenvolvimento da miocardiopatia
dilatada, sendo observada esta evolugdo em 21% dos casos de miocardite ao

final de 3 anos®®.

1.2.4.1 Microorganismos mais comumente descritos

Coxsackie B e Adenovirus : utilizam um receptor transmembrana (CAR
— coxsackie and adenovirus receptor) para internalizacdo do seu genoma na
célula miocardica®’. Quando ndo existe expressdo de CAR na célula
miocardica ndo ocorre infeccdo viral por estes agentes®®. Apés a entrada do
virus ocorre lesdo aguda da célula miocardica induzida pela replicagédo viral
levando a necrose, exposicdo de antigenos intracelulares e ativacdo do
sistema imune, caracterizada pela invasdo de células citotoxicas e macrofagos,
seguida pela infiltragdo de linfocitos T. Apos a fase aguda, a segunda fase é
caracterizada por reagcbes auto-imunes. Nesta fase subaguda existe a ativagéo
dos linfocitos T virus-especificos, producdo de citocinas (fator de necrose
tumoral — TNF-q, interleucinas — IL - 1 e 6) e anticorpos contra 0s virus e
proteinas cardiacas que podem agravar a leséo cardiaca e levar a disfuncao
contrétil. Na maioria dos pacientes com miocardite a resposta imune € reduzida
com a eliminagdo viral e a funcdo cardiaca se recupera sem sequelas.
Entretanto, nos modelos animais e provavelmente nos pacientes, em alguns

casos, a autoimunidade persiste, independentemente da presenca viral e leva a
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fase crbnica, caracterizada pelo remodelamento miocardico e consequente
desenvolvimento da miocardiopatia®® .

Parvovirus B19 (PB19): nos dltimos anos, as miocardites por
enterovirus e adenovirus tem sido cada vez menos descritas na Europa e o
PB19 vem surgindo como um novo possivel importante patégeno. Também
conhecido por eritrovirus, os PB19 sdo formados por pequenos capsideos de
cerca de 25 nm de diametro que contém um genoma de DNA de fita Unica com
5600 nucleotideos. O genoma viral codifica a proteina ndo estrutural NS1 e
duas proteinas estruturais VP1 e VP2'*. E um patégeno comum na infancia
relacionado ao exantema infeccioso. No adulto pode causar artropatia devido a
deposicdo de imunocomplexos (mimetizando artrite reumatdide). Pode estar
associado também a crises de anemia aplastica, anemia crbénica persistente,
hidropsia fetal, puarpura de Henoch-Schonlein, miocardite e IC™"2 A
soropositividade é elevada na idade adulta’. Sua patogenia ndo é tdo bem
descrita como dos enterovirus. O PB19 necessita das células do hospedeiro ou
de outros virus para replicacdo. Modelos animais de doenca cardiaca induzida
por PB19 nao estdo disponiveis. Por ser um eritrovirus, tem seu receptor-P na
superficie endotelial e ndo na superficie da célula miocardica’. Apés uma
infecc@o primaria, o genoma do PB19 pode ser identificado nos tecidos néo
apenas de individuos doentes, mas também de saudaveis’. Estudos europeus
veem demonstrando o achado frequente de genoma viral de PB19 em

34,75

pacientes com miocardiopatia dilatada e miocardite®™ >, entretanto a presenca

de genoma viral em coracbes com outras etiologias especificas de

7.78.19.80 tam levantado

miocardiopatia’® e também em coragées sem cardiopatia
a discussdo sobre a real participagdo deste microorganismo no
desenvolvimento da miocardiopatia inflamatéria / miocardite.

Herpesvirus-6 Humano (HHV6): descrito pela primeira vez em 1986%,
pertence a familia Herpesviridae. A infeccdo pelo HHV6 é geralmente
assintomatica, sendo muito comum em criancas até os dois ou trés anos de
idade (cerca de 90%). Em algumas criancas, a infeccdo primaria €
caracterizada por um exantema subito. A infeccdo pelo HHV6 em adultos é
considerada rara, mas, caso se verifique, caracteriza-se por uma infecgéo
hepatica do tipo mononucleose. Considera-se ainda que este virus é um

importante co-factor de outros virus como HIV e citomegalovirus (CMV)
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especialmente em adultos imunocomprometidos (receptores de transplantes de
6rgdos e HIV positivos)®>. A presenca de genoma viral de HHV6 em biopsia
endomiocardica de pacientes com miocardite / miocardiopatia dilatada, tal qual
o PB19, tem sido descrita e da mesma forma existe duvida sobre seu papel no
desenvolvimento de miocardiopatia®*3923,

Outras infecgBes virais como Epstein-Barr (EBV), hepatite C, HIV e
citomegalovirus (CMV) tem sido descritas, porém em menor frequéncia que 0s
referidos anteriormente®. Da mesma forma, agentes bacterianos como causa
de miocardite / miocardiopatia dilatada também tem sido discutidos. Vale

destacar a descricéo de Borrelia burgdorferi®®, clamidia®® e micoplasma®®’.

1.2.5 Miocardite: técnicas de deteccdo de agentes i  nfecciosos no tecido
cardiaco

Para a deteccdo de microorganismos no tecido cardiaco diversas
técnicas foram descritas e incluem imunohistoquimica, biologia molecular,
hibridizagao in situ e microscopia eletronica.

Pela imunohistoquimica, anticorpos especificos séo utilizados visando a
reagdo contra antigenos de diferentes regibes dos microorganismos. Tem a
vantagem de tornar possivel visualizar a localizagdo e quantificacdo dos
respectivos antigenos no tecido. Na doenca de Chagas, a experiéncia nacional
em deteccdo de antigenos do Trypanossoma cruzi por imunohistoquimica é

88,89

expressiva """, no entanto, na literatura, sdo poucos o0s estudos visando a

deteccdo de microorganismos em miocardiopatia dilatada utilizando esta

técnica77,90,9l,92,93

e isso se deve a introducao da biologia molecular, através da
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR)
gue se apresenta como mais sensivel e especifica, uma vez que é capaz de
determinar a presenca do genoma do microorganismo. Além disso, a pesquisa
pela biologia molecular € tecnicamente mais rapida sendo possivel o
diagnéstico em grande namero de amostras de diferentes pacientes. Pode ser
qualitativa (PCR convencional) em que se define a presenca ou auséncia do
genoma de determinado microorganismo ou quantitativa (PCR real time), na
qual se quantifica o0 namero de coOpias do microorganismo no tecido. Em
investigacdo de miocardiopatia dilatada, a maioria dos estudos até o momento

utilizou a técnica convencional. A quantificacdo de cOpias parece um possivel
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marcador de intensidade de infeccdo, bem como de resposta ao tratamento,
porém estudos em miocardiopatia dilatada s&do escassos® e sua relevancia
clinica n&o esta estabelecida®.

A hibridizac&o in situ combina a analise histomorfoldgica e a deteccdo de
genoma viral podendo ser considerada vantajosa em relacdo ao PCR,
entretanto, da mesma forma que a imunohistoquimica, € um método mais
demorado, trabalhoso e de dificil padronizacéo®.

Apesar da microscopia eletrénica ser a melhor forma para visualizar a
estrutura e morfologia dos virus, informacdes na literatura relacionadas a
miocardite sao limitadas e isso de deve a dificuldade para padronizacado da
avaliacdo frente a grande quantidade de microorganismos e alto custo®.

1.3 Estudos relevantes em miocardite e miocardiopat  ia dilatada idiopatica
1.3.1 Informagdes nacionais

No Brasil, com exce¢do a doenca de Chagas, os estudos envolvendo
pesquisa de inflamacéo e agentes infecciosos em miocardite e miocardiopatia
dilatada séo escassos.

Através de imunohistoquimica, na década de 1980, Bellotti demonstrou a
presenca de antigenos do Trypanosoma cruzi no tecido miocardico de
pacientes com miocardiopatia dilatada chagéasica®. Outros estudos nacionais
demonstraram o0 aspecto inflamatério da doenca de Chagas com a
demonstracdo de alteracdes no tecido miocérdico de celularidade®®, moléculas
de adesdo, HLA® e expressdo de citocinas'®.

Na década de 1980, Mady descreveu inflamacdo em pacientes com

miocardiopatia dilatada®®*

e Arteaga-Fernadez utilizou imunossupressao em
pacientes com inflamagdo documentada por biopsia endomiocardica, sem
pesquisa de agentes infecciosos, ndo demonstrando diferenca de evolugdo em
comparacdo ao grupo de tratamento convencional, apesar da reducdo da
inflamac&o no grupo tratado®.

Na década de 1990 foi descrito genoma viral de enterovirus em 3 de 6
pacientes com miocardiopatia dilatada no norte do Brasil'®.

Em pediatria, Camargo estudou inflamagdo e pesquisou agentes
infecciosos em biopsia endomiocardica de criangas com miocardiopatia

dilatada. Houve inflamacdo em 10 de 30 pacientes pelos critérios de Dallas e
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independentemente da presenca de agentes infecciosos houve melhora da
funcdo ventricular e débito cardiaco com tratamento imunossupressor. Os
genomas de CMV, adenovirus, enterovirus e herpes simplex foram
pesquisados e demonstrados em 40% dos casos, ndo havendo relacdo com a
presenca de inflamacao™®*.

Ao estudar 159 pacientes com miocardiopatia dilatada, Montera
encontrou inflamacéo em 111 (68,5%) e genoma viral em 32 (20%). Genoma
de PB19 esteve presente em 30%, adenovirus 20%, herpes simplex 25%,
Epstein-Barr e virus da hepatite C 10%, enterovirus 5%,

Dada a escassez de informacdo nacional sobre o tema, torna-se
importante a realizagcdo de estudos de agentes infecciosos e inflamagcao na

populacao brasileira.

1.3.2 Ensaios clinicos em miocardite e miocardiopat ia dilatada idiopatica
Desde a década de 1980 ensaios clinicos randomizados e néo

randomizados foram realizados visando o tratamento da miocardite e

miocardiopatia dilatada utilizando diversas estratégias, incluindo agentes

antiinflamatérios e imunossupressores®’*0107:108199 " imynomoduladores®**°,

33,111

agentes especificos contra microorganismos e também

imunoadsorcao®*?*3,

Além da apresentacao clinica de IC aguda de causa ndo definida, os
parametros de inflamacéo e da presenca de agentes infecciosos tem guiado o
racional para tratamento das miocardites e miocardiopatia dilatada idiopatica.
Apesar da evolucdo das técnicas de histologia, imunohistologia e biologia
molecular, muitas davidas ainda existem nesta area do conhecimento, incluindo
as definicdes de inflamacdo, melhor estratégia para pesquisa de agentes
infecciosos e seu real papel na patogénese da miocardite/miocardiopatia
dilatada, justificando assim a necessidade de estudos mais aprofundados sobre

0 tema.
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2. OBJETIVO
2.1 Primario

Determinar a frequéncia de agentes infecciosos pré-estabelecidos e de
inflamacdo, em fragmentos de biopsia endomiocéardica de pacientes com
miocardiopatia dilatada idiopatica e miocardiopatias de outras etiologias

especificas, em comparacgéo a grupo controle sem evidéncia de cardiopatia.
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3. METODO

O recrutamento de casos ocorreu no periodo de julho de 2008 a agosto
de 2011 e envolveu pacientes da Unidade de IC e Transplante do Instituto do
Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor
HCFMUSP) e doadores que foram utilizados para transplante cardiaco no
InCor HCFMUSP. Durante este periodo, 0s pacientes que estiveram internados
com miocardiopatia dilatada idiopética, em avaliagéo para transplante cardiaco,
foram consecutivamente recrutados para participacdo no estudo, da mesma
forma os pacientes que foram submetidos ao transplante cardiaco.

Foram estabelecidos 2 grupos: miocardiopatias e controle sem
cardiopatia. O grupo de miocardiopatias envolveu pacientes com
miocardiopatia dilatada idiopatica em avaliacdo para transplante cardiaco e
também de etiologias especificas que foram submetidos ao transplante
cardiaco. O grupo controle sem cardiopatia foi constituido de doadores de
multiplos 6rgdos que foram utilizados para o transplante cardiaco.

O estudo recebeu aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do HCFMUSP sob o numero 0296/06. Todos o0s

pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

3.1.1 Critérios de Inclusdo Miocardiopatia Dilatada Idiopatica

» Pacientes com idade superior a 12 anos de ambos 0s sexos;

> Pacientes com miocardiopatia dilatada segundo critérios da OMS*® e
disfuncao sistolica (diametro diastdlico de ventriculo esquerdo - DDVE >
55 mm e fracdo de ejecao o ventriculo esquerdo - FEVE < 40%).

» Pacientes com sinais e sintomas de IC de acordo com critérios de
Framingham™* - presenca simultanea de dois critérios maiores ou um
critério maior e dois menores.

Critérios maiores:
- Dispnéia paroxistica noturna (DPN)
- Estase jugular
- Estertores pulmonares
- Cardiomegalia (indice cardiotoracico > 0,5)
- Edema agudo de pulméo

- Terceira bulha cardiaca
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- Refluxo hepato-jugular (RHJ)

- Perda de peso > 4,5kg em 5 dias em resposta ao tratamento
Critérios menores:

- Edema bilateral de membros inferiores

- Tosse noturna

- Dispnéia de esforgo

- Hepatomegalia

- Derrame pleural

- Reducéo da capacidade funcional em um terco da maxima

- Taquicardia (freqiéncia cardiaca - FC > 100 bpm)

3.1.2 Critérios de Exclusdo Miocardiopatia Dilatada Idiopatica

>
>
>

vV V V V V V V

Recusa do paciente

Contra-indicacéo a realizagéo da biopsia endomiocérdica

Presenca de miocardiopatia dilatada com etiologia definida, a saber,
hipertensiva (antecedente de HAS nédo controlada associado a padréo
ecocardiografico de hipertrofia excéntrica), chagasica (sorologia
positiva), isquémica (cineangiocoronariografia ou angiotomografia de
coronaria com lesfes compativeis com a disfuncdo ventricular), valvar
(lesédo valvar primaria reumatica ou degenerativa), infiltrativa (suspeita
clinica e por exames complementares), toxico-metabodlica (uso de
drogas ilicitas, hiper ou hipotireoidismo ndo controlados).

Etilismo

Doenca pulmonar obstrutiva cronica

Neoplasia maligna

Embolia pulmonar documentada nos ultimos 6 meses

Cirurgias nos ultimos 30 dias

Doenca infecciosa aguda ou crénica em atividade

Gestantes
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3.2 Dindmica do estudo

Gréfico 1.
Dinamica do Estudo

Miocardiopatia Coracoes explantados Grupo Controle
Dilatada Idiopatica pré-transplante Doadores
(49) (72) (72)
recusas (19)
auséncia de acesso para biopsia (2) problemas técnicos para coleta (47)
melhora clinica (3)
piora clinica (2)
problemas
técnicos para
coleta (43)
30 pacientes 25 pacientes
\ / idiopaticos (2)
chagasicos (9)
isquémicos (6)
outras etiologias (8)
Miocardiopatia Dilatada Doadores
(55) (29)

—

Imunohistoquimica: celularidade, HLA classe Il, ICAM-I, agentes infecciosos
Biologia Molecular: agentes infecciosos
Hibridizagao in situ: Parvovirus B19
Microscopia Eletrénica: agentes infecciosos

Os pacientes com miocardiopatia dilatada idiopatica incluidos no estudo
foram submetidos a avaliacdo clinica, laboratorial, ecocardiogréfica,
hemodinamica e biopsia endomiocardica.

Na sala de hemodinamica os pacientes foram submetidos a cateterismo
direito com medidas de pressdes pulmonares e débito cardiaco e
posteriormente a biopsia endomiocardica do ventriculo direito com retirada de 7
fragmentos: 4 para microscopia oOptica e imunohistoquimica (fixacdo em
formalina a 10%), 2 para biologia molecular (fixacdo em RNAlater e
posteriormente nitrogénio liquido) e 1 para microscopia eletrénica (fixacdo em
glutaraldeido 3%).

Durante o transplante cardiaco foram retirados fragmentos do ventriculo
direito dos coracbes explantados de diferentes etiologias e coletadas
informacdes clinicas, laboratoriais e ecocardiograficas destes pacientes.
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O grupo controle foi constituido por doadores de coracdo, sendo
retirados fragmentos do septo do ventriculo direito imediatamente antes da
utilizac&o no transplante e coletadas informacdes clinicas e laboratoriais destes
doadores.

Durante a vigéncia do estudo ocorreu a troca da equipe cirurgica do
transplante do InCor HCFMUSP proporcionando uma dificuldade para inclusédo
de casos, relacionada a questbes técnicas para coleta do material dos
coracOes explantados e dos doadores. Por um periodo foram realizados
transplantes cardiacos, porém as amostras do estudo ndo foram coletadas de
maneira sistematica.

Todas as avaliagbes histologicas e de biologia molecular foram
realizadas no Laboratorio de Inflamacdo e Infeccdo em Cardiologia do InCor

HCFMUSP, sob a coordenacédo da Prof. Dra. Maria de Lourdes Higuchi.

3.3 Avaliagdo Histoldgica
3.3.1 Imunohistoquimica: Técnica de Imunoperoxidase

Os fragmentos de biopsia endomiocardica foram processados para
emblocamento em parafina. Cortes seriados de 5 um foram submetidos a
imunohistoquimica para detec¢cdo de antigenos de microorganismos e de
células inflamatorias: linfocitos T (CD3), leucdcitos (CD45R0), linfocitos B
(CD20) e macrofagos (CD68).

A recuperacéo antigénica foi realizada com tripsina a 37C ou tampdes
(TRIS-EDTA 10mM pH 9.0 ou Citrato 10mM pH6.0) em panela de presséo. O
bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com H,O, a 6%, 4 vezes, 5 min
em temperatura ambiente (TA). Para eliminar as proteinas inespecificas foi
usada uma solucao bloqueadora de proteinas (DakoCytomation- California/ Ref
X0909), 10 min, TA.

Os anticorpos primarios foram diluidos no diluente de anticorpo
(Invitrogen/ N° 3218) e incubados por 40 min, TA. Como controle negativo,
foram utilizados os mesmos casos omitindo o anticorpo primario. Para a
deteccdo do complexo antigeno/anticorpo foi utilizado o Kit Picture Max HRP
(Invitrogen/N° 878983). Na visualizacdo do complexo foi utilizado o cromdgeno
DAB (DakoCytomation- California/ N° K3468) e a contra-coloracdo com

Hematoxilina de Harris.
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Para andlise das células inflamatorias foi quantificado no microscopio
Optico o numero de células positivas/ 400x (em média 20 campos) obtendo-se
o0 numero médio de células imunomarcadas. Os resultados foram expressos
em ndmero de células/mm? e para isso foi dividido o nimero médio de células
pelo valor de 0,159mm? que representa o diametro do campo do microscépio
no aumento de 400x. Para estudo de antigenos virais, bacterianos, ICAM-| e
HLA de classe Il foi quantificada a area positiva (%) através do analisador de
imagem usando o software Quantimet 500 (Leica) acoplado ao microscépio
optico e que detecta o produto marrom das reacdes de imunohistoquimica; foi
realizada analise semiquantitativa para localizacdo da positividade desses
antigenos. Na tabela 4 estdo descritos os anticorpos, clones, diluigbes,

fabricantes e protocolos utilizados.

Tabela 4.
Protocolo das Reacdes de Imunohistoquimica
Nome AC CLONE DiLuicAo FABRICANTE ProT1ocoLo
Dako Denmark Citrato pH6,0 +
HLA classe I CR3/43 1/ 625
A/S Tween 0,05%
Abcam Inc TRIS/EDTA pH 9,0 +
ICAM-I EP1442Y 1/40
Tween0,05%
Dako Denmark TRIS/EDTA pH 9,0 +
CD68 KP1 1/3200
A/S Tween0,05%
Dako Denmark TRIS/EDTA pH 9,0 +
CD45R0 UCHL 1/250
A/S Tween0,05%
Dako Denmark TRIS/EDTA pH 9,0 +
CD3 7.2.38 1/200
A/S Tween0,05%
Dako Denmark TRIS/EDTA pH 9,0 +
CD20 L26 1/1000
A/S Tween0,05%
) ) Dako Denmark Citrato pH6,0 +
Epste in Barr Virus CS.1-4 1/10
A/S Tween 0,05%
) R92F6 Novocastra TRIS/EDTA pH 9,0 +
Parvovirus B 19 1/5 .
Laboratories Ltd Tween0,05%
Dako Denmark Citrato pH6,0 +
Enterovirus 5-D8/1 1/600
A/S Tween 0,05%
] Doacéo do
) Policlonal ) Sem recuperacgédo de
Hepatite B Surface 1/500 Instituto Adolfo .
de coelho antigenos
Lutz- SP
Hepatite B core Policlonal /1500 Dako Denmark Sem recuperagéo de
de coelho A/S antigenos
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(blend) dos

Tripsina 0,15%

) Chemicon .
Adenovirus clones 1/8000 ) 5minutos 38,6C
International
20/11 e 2/6
. TRIS/EDTA pH 9,0 +
Hepatite C* TORDJI-22 1/25 Zymed
Tween0,05%
) Tripsina 0,15%
Hepatite C MMM33 1/25 Monosan .
5minutos 38,6C
Bioworld
HHV6 . TRIS/EDTA pH 9,0 +
HJG-20 1/8000 Consulting
) Tween0,05%
Laboratories
Herpes simplex | Policlonal . Dako Denmark Sem recuperagéo de
de coelho A/S antigenos
Herpes simplex |1 Policlonal - Dako Denmark Sem recuperagéo de
de coelho A/S antigenos
) ) Policlonal Abcam Inc TRIS/EDTA pH 9,0 +
Borrelia burgdorferi 1/1000
de coelho Tween0,05%
Chlamydia pneumoniae Abcam Inc TRIS/EDTA pH 9,0 +
M73066 1/200
Tween0,05%
) Abcam Inc Citrato pH6,0 +
Mycoplasma peumoniae M9010923 1/100

Tween 0,05%

* nos primeiros 50 casos utilizado TORDJI-22, no restante MMM33

3.4 Biologia Molecular
3.4.1 - Extracao de DNA e padronizacdo da PCR conve ncional.

Fragmentos de biopsias endomiocardicas foram coletadas em frascos
criogénicos contendo RNAlater e armazenados em nitrogénio liquido até o
momento do uso.

As amostras estocadas em nitrogénio liquido foram maceradas e para a
extracdo de DNA foi utilizado o Puregene Core Kit A seguindo especificacdes
do fabricante. As amostras foram incubadas com tampé&o de lise + proteinase K
20mg/ml a 55°C por 24 horas. ApGs a incubacéo, foi feita a precipitacdo das
proteinas adicionando-se Protein Precipitation Solution, sendo material
incubado em gelo e centrifugado. O sobrenadante foi recolhido em outro tubo e
iniciou-se a precipitacdo do DNA adicionando Isopropanol + solugédo de
glicogénio 20mg/ml. O tubo foi invertido 50 vezes e centrifugado, o
sobrenadante descartado, o pellet foi lavado com etanol 70%, re-suspenso em
DNA Hydration

espectrofotometro.

Solution e as amostras foram quantificadas em
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O DNA purificado da amostra foi eluido com 50ul de agua estéril, livre de
RNAse e submetidas a analise de sua concentracdo e pureza determinadas
atraves da leitura de absorbancia em 260nm (UV - Concentracdo do DNA em
mg/mlI=Absx100x50ug/ml) e em 280nm (quantificacdo de proteinas) no
espectrofotometro (NanoDrop Thermo Scientific 2000). Os valores foram
expressos em pg/pl.

Os primers foram otimizados antes de serem testados na plataforma de
PCR com a realizacdo de gradiente de temperatura entre 45° e 68°C. Como
controle positivo foram utilizadas amostras de tecidos sabidamente positivos
para o agente estudado obtidas no Laboratério de Anatomia Patoldgica do
InCor e como controle negativo foi utilizado agua no lugar das amostras.

Para a confirmacdo da amplificacdo do DNA por PCR, realizamos o re-
PCR para aumentar a quantidade de produto final amplificado, facilitando a
visualizacdo na corrida eletroforética.

Apés as amplificacdes, os produtos foram aplicados em gel de agarose
2%, corado por brometo de etidium e visualizado em transiluminador de luz

ultravioleta.

3.4.2 Adenovirus (ADV):

Realizada conforme descrito em McDonoug
25ul contendo: 100ng/ul de DNA e 50 pmol de cada primer ADV F. (ATG ACT
TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA) e ADV R: GCC GAG AAG GGC GTG CGC
AGG TA). Os ciclos de temperatura e tempo consistiram em uma desnaturacao

h> com volume final de

inicial por 10 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos, cada um consistindo em
uma desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 52°C por 20
segundos, extensdo a 74°C por 45 segundos e extensao final a 70°C por 5
minutos. (amplificacédo 134pb).

3.4.3 Citomegalovirus (CMV):

Realizada conforme descrito em Espy*'®, com volume final de 25l
contendo: 100ng/ul de DNA e 50pmol de cada primer CMV F: (CCT AGT GTG
GAT GAC CTA CGG GCC A) e CMV R: (CAG ACA CAG TGT CCT CCC GCT
CCT C). Os ciclos de temperatura e tempo consistiram em uma desnaturacéo

inicial por 5 minutos a 96°C, seguida de 30 ciclos, cada um consistindo em uma
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desnaturacdo a 94°C por 1,5 minutos, anelamento a 56°C por 1,5 minutos,
extensdo a 72°C por 1,5 minutos e extensao final a 72°C por 10 minutos.
(amplificacao 250pb).

3.4.4 Epstein-Barr Virus (EBV):

Realizada conforme descrito em Telenti'!’

, com volume final de 25pl
contendo: 100ng/ul de DNA e 50pmol de cada primer EBV F(AGG GAT GCC
TGG ACA CAA GA) e EBV R(TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAA T). Os
ciclos de temperatura e tempo consistiram em uma deshaturacao inicial por 5
minutos a 94°C, seguida de 45 ciclos, cada um consistindo em uma
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, extenséo
a 72°C por 1 minuto e extensédo final a 72°C por 10 minutos. (amplificacéo
597pb).

3.4.5 Herpes virus humano 6 (HHV-6):

Realizada conforme descrito em Canto*®

com volume final de 25ul
contendo: 100ng/pl de DNA e 50pmol de cada primer HHV-6 F(CAA TGC TTT
TCT AGC CGC CTC TTC) e HHV-6 R(ACA TCT ATA ATT TTA GAC GAT
CCC) (amplificagdo480pb). O controle positivo foi gentilmente cedido pelo Prof.
Uwe Kihl (Charité - Berlim).

3.4.6 Parvovirus B19 (PB19):

Realizada conforme descrito em Kuh
contendo: 100ng/ul de DNA e 50pmol de cada primer PB19 F(TTT CAA AGT
CAT GGA TTA TCT GA) e PB19 R(TTG TGT AAG TCT TCA CTA GAT AAT
ACT GCA TT) (amplificagéo 110 pb). Foi utilizado controle positivo gentilmente

I** com volume final de 25l

cedido pelo Prof. Uwe Kuhl (Charité — Berlim).

3.4.7 Chlamydia pneumoniae (CP):

Realizada conforme descrito em Campbell**® com volume final de 25pl
contendo: 100ng/pl de DNA e 50pmol de cada primer CP F(TGC ATA ACC
TAC GGT GTG TT) e CP R(GTT GTT CAT GAA GGC CTA CT). Como controle
positivo foi utilizado uma cultura de Chlamydia pneumoniae (amplificacao 435
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pb) cepa padrdo AR-39 cultivada em células Hep2 gentilmente cedida pelo

Setor de Riquétsias do Instituto Adolfo Lutz.

3.4.8 Mycoplasma pneumoniae (MP):

Realizada com volume final de 25ul contendo: 100ng/ul de DNA e
50pmol de cada primer MP F(GAA GCT TAT GGT ACA GGT TGG) e MP
R(ATT ACC ATC CTT GTT GTA AG). Como controle positivo foi utilizada
cultura de Mycoplasma pneumoniae (amplificagdo 110pb), gentiimente cedida
pelo Prof. Jorge Timenetsky, do Laboratério de Bactérias Oportunistas,

Departamento de Microbiologia da Universidade de Séao Paulo, SP.

3.4.9 Borrelia Burgdorferi

A PCR de Borrelia genoespécie foi realizada conforme descrito em
Richter*?® com volume final de 25ul contendo: 100ng/ul de DNA e 50pmol de
cada primer Borrelia F(CTA ACG CTG GCA GTG CGT CTT AAG C) e Borrelia
R(AGC GTC AGT CTT GAC CCA GAA GTT C) (amplificagdo 724 pb). Os
ciclos de temperatura e tempo consistiram em uma desnhaturacao inicial por 5
minutos a 95°C, seguida de 30 ciclos, cada um consistindo em uma
desnaturacao a 94°C por 20 segundos, anelamento a 63°C por 20 segundos,
extensdo a 72°C por 40 segundos e extensao final a 72°C por 2 minutos. Como
controle positivo foi utilizada cultura de Borrelia burgdorferi gentilmente cedida
pelo Prof. Natalino Hajime Yoshinari, laboratério de Reumatologia (LIM 17),
HCFMUSP.

3.5 Hibridizacdo in situ e microscopia eletronica
De maneira preliminar, foram pesquisados microorganismos por
microscopia eletronica e PB19 por hibridizac&o in situ, em alguns casos com

elevada expresséo de antigenos por imunohistoquimica.

3.5.1 Hibridizacdo in situ

A hibridizacao in situ foi realizada para deteccdo do DNA de PB19 com a
utilizacao da sonda ACCCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCG.

Para a permeabilizacdo celular dos cortes histologicos utilizou-se

tampéao Tris’sEDTA 10mM pH 9.0, bloqueio da peroxidase endogena com H,0,
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6% e reducdo de proteinas ndo especificas com bloqueador de proteinas
(CAS Block —Invitrogen, Estados Unidos). A dupla fita de DNA foi desnaturada
na estufa a 95 + 5°C e a hibridizacao in situ foi realizada a 60<C, por 18 horas
em estufa (concentracdo de sonda- 30ng/ul). O sinal foi amplificado utilizando-
se o0 kit Genpoint (Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos) e a reacédo foi
visualizada com o cromogeno 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, CA,
Estados Unidos). Controles: para controle negativo foi omitida a sonda. Cortes
histol6gicos com tecidos previamente diagnosticados como positivos para

PB19 foram utilizados como controles positivos para as reagoes.

3.5.2 Microscopia Eletronica

Os fragmentos foram fixados em glutaraldeido a 3% e pés-fixados na
solucéo tetroxido de 6smio 1%. A seguir, foram lavados em solucdo salina e
mantidos até o dia seguinte em acetato de uranila 0,5% a 4C. Os fragmentos
foram desidratados em uma série crescente de etanol e 0xido de propileno,
seguido de infiltracdo feita com uma mistura contendo Oxido de propileno e
araldite adicionados a resina pura.

A seguir, os fragmentos foram emblocados em moldes flexiveis de
silicone contendo resina e polimerizados por 48 horas a 60C. Foram
realizados cortes semi-finos de 0,5 um, corados com azul de metileno a 1%
contendo borax a 1% e azur Il a 1%. Apos selecdo dos melhores blocos, cortes
de 60-70 nm de espessura foram realizados com o auxilio do ultramicrétomo e
colocados em telas de cobre de 200 mesh.

As telas foram contrastadas com acetato de uranila a 5% e citrato de

chumbo para analise em microscopio eletrénico de transmissao.
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Méetodo de Analise

Estatistica
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4. METODO de ANALISE ESTATISTICA

O software GraphPad Prism 5 foi utilizado para os célculos estatisticos.

Os dados categoricos foram representados atraves de frequéncia
absoluta (n) e frequéncia relativa (%) e os grupos foram comparados através
do teste de Qui-quadrado de Pearson ou exato de Fischer.

Os dados continuos de cada variavel foram inicialmente comparados
com a curva normal através do teste de distancia Kolmogorov-Smirnov e
classificados em paramétricos e ndo paramétricos.

Os dados paramétricos foram representados através de média e desvio
padrdo da amostra e os grupos independentes comparados entre si através do
teste t de Student e analise de variancia.

Os dados néao paramétricos foram representados através de mediana,
quartil inferior (percentil 25) e quartil superior (percentil 75); os grupos
independentes foram comparados entre si através dos testes de Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis.

Foi utilizado o método de Spearman para avaliacdo de correlacdo entre

dados nao paramétricos.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas das Popula¢fes Estudadas
5.1.1 Grupo Controle: Doadores de Transplante Cardi aco

No grupo controle (tabela 5), constituido de 29 doadores de transplante
cardiaco, houve um predominio de jovens do sexo masculino, com poucas
comorbidades e que sofreram morte encefdlica por traumatismo
cranioencefalico (TCE). O uso de noradrenalina foi muito frequente e nos
exames laboratoriais, destacou-se a anemia, leucocitose e plaquetopenia, além

disso, hipernatremia e elevacao de enzimas musculares (CPK).
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Tabela 5.

Grupo Controle: Doadores de Transplante Cardiaco

Grupo controle n=29
Idade (anos) 28 (22,5-37)
Sexo Masculino (n)(%) 26 (89,6)
IMC (Kg/m?) 25 (24 - 28)
Morte encefalica TCE (n)(%) 22 (74,9)
Morte encefélica AVC (n)(%) 7 (24,1)

Tempo isquemia (min)
Noradrenalina (n)(%)
Hipertenséo arterial (n)(%)
Diabetes melitus (n)(%)
Tabagismo (n)(%)
Etilismo (n)(%)
Drogadicédo (n)(%)
Hemoglobina (g/dl)
Leucdcitos (mm®)
Plaquetas (mm3)

Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Sadio (mEqg/L)

Potassio (mEq/L)
Glicemia (mg/dL)

CPK (U/L)

CKMB (U/L)

TGO (U/L)

TGP (U/L)

Fosfatase alcalina (U/L)
Gama GT (U/L)
Bilirrubinas (mg/dL)

pH

165 (136,5 — 203)
24 (82,7)
2 (6,9)
0
3(10,3)
2 (6,9)
2 (6,9)

10,7 (9,6 — 12,9)
13700 (10825 — 17815)
133000 (88000 — 169500)
38 (25 — 47)
1,1 (0,79 - 1,68)
153 (147 - 168)
3,9 (3,35 - 4,5)
141 (109 - 166)
2458 (660 — 4613)
40 (15 - 93)

87 (38,5 — 180,5)
52 (28,5 — 94,5)
75,5 (55,5 — 176,3)
29 (16,5 — 62)
0,5 (0,29 — 0,88)
7,37 (7,27 — 7,44)

Dados apresentados como mediana (p25, p75) ou n (%) de casos

IMC: indice de massa corpérea, TCE: trauma cranio-encefalico, AVC: acidente vascular cerebral

37



5.1.2 Grupo Miocardiopatia Dilatada

O grupo miocardiopatia dilatada (tabela 6) foi constituido de 55 pacientes
com predominio do sexo masculino e raga branca, incluindo 32 pacientes de
etiologia idiopatica, 9 chagasicos, 6 isquémicos e 8 pacientes de outras
etiologias (2 casos de miocardio ndo compactado e um caso de cada etiologia:
mucopolissacaridose, hipertensiva, pos-quimioterapia, valvar,
taquicardiomiopatia, alcodlica).

A IC foi considerada aguda quando o inicio dos sintomas ocorreu com
menos de 6 meses (31% dos pacientes). A mediana de tempo de inicio dos
sintomas de IC foi de 24 meses.

A maioria dos pacientes (60%) estava em classe funcional 1V, estadio D
(63,3%). A mediana da fracéo de ejecédo foi de 20% e do didmetro diastélico do
ventriculo esquerdo de 70,5 mm.

Do ponto de vista de tratamento, a maioria dos pacientes estava em uso
de drogas vasoativas (58,2% dobutamina, 38,2% nitroprussiato) e uma parcela
expressiva em uso de baldo intra-aortico (21,8%) (tabela 7).

Na comparacao entre as diferentes etiologias de miocardiopatia dilatada
(tabela 8), os pacientes idiopaticos e de outras etiologias eram mais jovens e
com menos tempo de histéria de sintomas de IC que os chagasicos e
isquémicos. Houve uma tendéncia a predominio de classe funcional IV nos
chagasicos, isquémicos e de outras etiologias em comparacado aos idiopéticos.
Nao houve diferenca em relacédo a fracdo de ejecdo e didmetro diastolico do
ventriculo esquerdo.

Foram submetidos a biopsia endomiocardica do ventriculo direito 30
pacientes e retirados fragmentos de tecido miocéardico de 25 pacientes durante
0 explante do coracdo no transplante cardiaco. Foram comuns episodios de
arritmia  ventricular auto-limitados durante a realizacdo da biopsia
endomiocardica, todos eles sem necessidade de terapéutica especifica.
Durante a biopsia endomiocardica de uma paciente do sexo feminino com IC
de inicio recente (2 semanas), com choque cardiogénico, em uso de drogas
vasoativas e baldo intra-adrtico, houve perfuracédo cardiaca com necessidade
de cirurgia de urgéncia; a paciente faleceu posteriormente por complicacdes

neuroldgicas e infecciosas.
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Tabela 6.

Grupo Miocardiopatia Dilatada

Grupo Miocardiopatia Dilatada N=55
Sexo masculino (n)(%) 34 (61,8)
Idade 35 (28 - 53)
Ragca (n)(%)

Branca 47 (85,5)

Negra 8 (14,5)
Tempo de inicio dos sintomas (meses) 24 (4 — 48)
Tempo inicio dos sintomas < 6 meses (n)(%) 17 (31)
Classe Funcional (NYHA) (n)(%)

Il 13 (23,6)

1] 9(16,4)

v 33 (60)
Estadio C (n)(%) 20 (36,4)
Estadio D (n)(%) 35 (63,6)
Historia familiar miocardiopatia (n)(%) 11 (20)
Historia familiar morte subita (n)(%) 4 (7,27)
Historia familiar doenca coronariana (n)(%) 8 (14,5)
Tabagismo (n)(%) 15 (27,3)
Etilismo (n)(%) 4 (7,3)
Drogadicédo (n)(%) 1(1,8)
Hipertensao arterial (n)(%) 10 (18,2)
Diabetes melitus (n)(%) 8 (14,5)
Dislipidemia (n)(%) 11 (20)
Hipotireoidismo (n)(%) 30 (54,5)
Marcapasso (n)(%) 11 (20)
Fibrilacdo atrial (n)(%) 15 (27,3)
Bloqueio ramo esquerdo (n)(%) 12 (21,8)
Indice cardio-toracico (relagéo) 0,6 (0,56 - 0,64)
FEVE (%) 20 (17 - 25)
DDVE (mm) 70,5 (64 — 78,25)
DSVE (mm) 62 (56 — 73)
AE (mm) 47 (45 -52)
Pressao sistélica ventriculo direito (mmHg) 47 (38,5 —-53)

Dados apresentados como mediana (p25, p75) ou n (%) de casos

NYHA: New York Heart Association, FEVE: fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, DDVE: diametro

diastélico do ventriculo esquerdo, DSVE diametro sistolico do ventriculo esquerdo, AE: atrio esquerdo
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Tabela 7.
Tratamento: Miocardiopatia Dilatada

Medicacdo N(%)
Dobutamina (n)(%) 32 (58,2)
Nitroprussiato (n)(%) 21(38,2)
Baldo intra-adrtico (n)(%) 12 (21,8)
Betabloqueador (n)(%) 29 (52,7)
iECA (n)(%) 36 (64,5)
BRA (n)(%) 5(9,1)
Antagonista Aldosterona (n)(%) 37 (67,3)
Digoxina (n)(%) 22 (40)
Hidralazina (n)(%) / Nitrato (n)(%) 11 (20) /7 (12,7)
Diurético (n)(%) 45 (81,8)
Amiodarona (n)(%) 11 (20)
Estatina (n)(%) 22 (40)

Dados apresentados como n (%) de casos
IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina, BRA: bloqueadores do receptor de angiotensina.

Tabela 8.
Diferentes Etiologias de Miocardiopatia Dilatada

ID (32) CH (9) IS (6) OuU (8) p

Idade (anos) 32 (27 — 45,5) 53 (34,5-59,5) 57,5(52,2-64,5) 26(19,7-40,5 0,0003
Masc n(%) 20 (62,5) 6 (66,7) 5 (83,3) 3(37,5) 0,35
Raca 0,88

Branca n(%) 25 (78,1) 8 (88,9) 5(83,3) 6 (75)

Negra n(%) 7(21,9) 1(11,1) 1(16,7) 2 (25)
CF 0,051

11 (%) 9(28,2) 0 1(16,7) 0

1l n(%) 9(28,2) 1(11,1) 1(16,7) 0

IV n(%) 14 (43,6) 8 (88,9) 4 (66,6) 8 (100)
Tempo meses 8 (3,25 -33) 88 (42 — 94) 42 (27,5-70) 30 (4,2 — 45) 0,0005*
<6meses n(%) 13 (40,6) 0 1(16,7) 3(37,5) 0,1
Dobu n(%) 13 (40,6) 9 (100) 4 (66,7) 6 (75) 0,012
Nitro n(%) 8 (25) 6 (66,7) 3 (50) 4 (50) 0,1
BIA n(%) 5 (15,6) 4 (44,4) 2(33,3) 1(12,5) 0,23
FEVE (%) 21 (17,2 - 26) 19 (15-21,5) 22,5 (19,5 — 45) 20 (17,7 - 24) 0,32
DDVE (mm) 70,5(64,2-78,2) 72(67,5-77) 66,5(49,7-79,2) 64 (59 — 95) 0,81

Dados apresentados como mediana (p25, p75) ou n (%) de casos

ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras; Masc: sexo masculino; CF: Classe funcional (NYHA);
Tempo: tempo de sintomas de IC; < 6 meses: inicio dos sintomas a menos de 6 meses; Dobu: dobutamina; Nitro:
nitroprussiato; BIA: baldo intra-aértico; FEVE: fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo; DDVE: didmetro diastélico do
ventriculo esquerdo
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5.1.3 Doadores x Miocardiopatia Dilatada: idade, se  xo e laboratoério

Na comparagdo entre os doadores e as diferentes etiologias de
miocardiopatias, houve um predominio do sexo masculino nos doadores,
chagéasicos e isquémicos em relacdo aos de outras etiologias. Os doadores,
idiopaticos e de outras etiologias eram mais jovens que 0s isquémicos e
chagésicos (tabela 8).

Em relacdo aos exames laboratoriais, os doadores apresentaram maior
namero de leucdcitos, plaquetopenia, hipernatremia e menor valor de potassio

em relagcdo aos miocardiopatas (tabela 9).
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Tabela 9.
Idade, Sexo e Exames Laboratoriais de Doadores e Miocardiopatia Dilatada

DO (29) ID (32) CH (9) IS (6) ou (8) p
Idade (anos) 28 (22,5 — 37) 32 (27 - 45,5) 53 (34,5 — 59,5) 57,5 (52,2 — 64,5) 26 (19,7 — 40,5) <0,0001
Masc (n)(%) 26 (89,6) 20 (62,5) 6 (66,7) 5 (83,3) 3 (37,5) 0,004
Hemoglobina (g/dl) 10,7 (9,6 — 12,9) 12,9 (10,3 — 13,9) 11,4 (8,6 — 13,1) 10,5 (8,9 — 12,6) 10,9 (8,1 - 12,3) 0,11
Leucécitos (mm°) 13700 (10825 — 17815) 7200 (6200 — 8100) 5400 (4600 — 6450) 6745 (4500 — 11500) 5910 (5650 — 8990)  <0,0001
Plag x 1000 (mm®) 133 (88 — 169,5) 229 (193 - 257) 169 (148 — 254) 242 (178 — 259) 226 (178 — 265) 0,0002
Uréia (mg/dl) 38 (25 — 47) 34 (31 - 54) 52 (28 — 73) 65 (48 — 153) 43 (27 - 51) 0,06
Creatinina (mg/dl) 1,1 (0,79 - 1,68) 1,03 (0,9 - 1,16) 1,17 (0,9 - 1,8) 1,4 (0,96 — 3,3) 0,94 (0,66 — 1,3) 0,37
Sodio (MEq/) 153 (147 - 168) 137 (135 - 139) 136 (133 - 136) 133 (131 - 136) 133 (130 — 138) <0,0001
Potassio (MEq/l) 3,9 (3,35 — 4,5) 4,2 (4-4,5) 43 (3,6 -4,9) 5,2 (4,2 - 5,6) 4,2 (3,8-4,4) 0,013

Dados apresentados como mediana (p25, p75) ou n (%) de casos

DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras; Masc: sexo masculino; IMC: indice de massa corpdrea; Plag: plaquetas
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5.2.1 Critérios de Inflamacéo: CD3 e CD68

Para definicdo de presenca de inflamacdo no tecido miocardico foram
considerados os valores acima de 7 linfécitos T (CD3) / mm? e/ou 7 macréfagos
(CD68) / mm? Entre 7 e 14 céls / mm? nés definimos e denominamos

inflamac&o discreta e acima de 14 céls / mm? inflamacdo moderada.

5.2.2 Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Linfocito s T (CD3)
Em relacdo aos linfécitos T (CD3) (fotol), houve diferenca no
diagnostico de inflamacdo na comparacdo entre doadores e miocardiopatas

(tabela 10 e grafico 2).

Tabela 10.

Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Inflamacao por Linfocitos T (CD3)
Doadores (29) Miocardiopatia (55) P

Sem inflamacgéo n(%) 22 (75,9) 19 (34,5)

Inflamacéo discreta n (%) 5(17,2) 14 (25,5) 0,0007

Inflamacdo moderada n (%) 2 (6,9) 22 (40)

Gréfico 2.

Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Inflamacéao por Linfocitos T (CD3)
100%

[v)
80% p 0,0007 # sem inflamagao
(CD3 < 7 céls/mm?)
60%

®inflamagéao discreta
40% (CD3 7-14 céls/mm?)

uinflamagdo moderada
(CD3 > 14 céls/mm?)

20%

0%
Doadores Miocardiopatas

A comparacdo entre doadores e as diferentes etiologias de
miocardiopatia revelou diferenca de inflamacé&o por linfécitos T (CD3) (tabela 11

e grafico 3).
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Tabela 11.
Inflamacao: Linfocitos T (CD3) por Etiologias

DO(29) ID(32) CH(9 IS(6) OU(8) p
Sem inflamagao n(%) 22(75,9) 13 (40,6) 0 2(333)  4(50)

Inflamagéo disc n(%) 517,2) 11(344) 0  1(167) 2(25 00001
Inflamag&o mod n(%) 2 (6,9) 8(25) 9(100) 3(50)  2(25)

DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras; disc: discreta; mod: moderada

Gréfico 3.
Inflamacao: Linfocitos T (CD3) por Etiologias
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®inflamagao discreta
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Foto 1. Infiltrado de L|nf00|tos T (CD3) em MIOC I diopatica
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Fotomicrografia de imunohistoquimica de
linfécitos T (CD3) em fragmento de biopsia
endomiocardica de miocardiopatia idiopatica
(40x). Presenca de infiltrado intersticial.
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5.2.3 Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Macréfago s (CD68)

Pela contagem de macrofagos (CD68) (foto 2), ndo houve diferenca
entre doadores e miocardiopatas em relacdo a presenca ou auséncia de
inflamacéao (tabela 12 e grafico 4). Na comparacao entre doadores e diferentes

etiologias houve diferenca com significancia estatistica (tabela 13 e grafico 5).

Tabela 12.

Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Inflamacao por Macrofagos (CD68)
Doadores (29) Miocardiopatas (55) p

Sem inflamacgéo n(%) 3(10,3) 4 (7,3)

Inflamacéo discreta n(%) 4 (13,8) 10 (18,2) 0,8

Inflamacéo moderada n(%) 22 (75,9) 41 (74,5)

Gréfico 4.

Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Inflamacéo por Macrofagos (CD68)
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Tabela 13.
Inflamacao: Macrofagos (CD68) por Etiologias

DO (29) ID (32) CH (9) IS (6) OU (8) p
Sem inflamagé&o n(%) 3(10,3) 2 (6,25) 0 2(33,3) 0
Inflamacao disc n(%) 4 (13,8) 10 (31,25) 0 0 0 0,04

Inflamacao mod n(%) 22 (75,9) 20 (62,5) 9 (100) 4 (66,7) 8 (100)

DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras; disc: discreta; mod: moderada

Gréfico 5.
Inflamacao: Macrofagos (CD68) por Etiologias
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Fotomicrografia de imunohistoquimica de macréfagos
(CD68) em fragmento de biopsia endomiocardica de
doador (40x). Presenca de infiltrado intersticial e
vascular.
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5.2.4 Doadores x Miocardioptia Dilatada: Celularida  de, HLA e ICAM

Houve predominio de linfocitos T (CD3) e B (CD20) nos miocardiopatas
em relacdo aos doadores. N&o houve diferenca no ndmero de macréfagos
(CD68), leucocitos (CD45R0), expressao de HLA e ICAM (tabela 14) (fotos 3, 4
e b).

Tabela 14.
Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Celularidade,H LA e ICAM

Doadores Miocardiopatia p
CD3 (céls/mm°) 4,42 (1,25 -7,9) 9,99 (5,84 — 24,38) <0,0001
CD68 (céls/mm2) 27,8 (14,5 — 34,6) 21,31 (13,95 - 33,75) 0,51
CD20 (céls/mm?) 0(0-0,4) 0,5(0-1,62) 0,013
CD45RO0 (céls/mm?) 8,22 (3,69 — 14,85) 11,17 (4,83 — 28,6) 0,19
HLA (% de area) 1,33 (0,68 —2,4) 1,047 (0,34 - 2,01) 0,13
ICAM (% de area) 1,4 (0,7 — 4,86) 1,46 (0,64 —3,1) 0,58

Dados apresentados como mediana (p25, p75)

Na comparagcdo entre doadores e as etiologias de miocardiopatia
dilatada, destaca-se a intensidade do infiltrado inflamatorio da etiologia
chagéasica em todos os tipos celulares. Na expressdo de HLA houve maior
intensidade nos chagasicos em comparagdo aos idiopéaticos. Nao houve
diferenca na expresséo de ICAM (tabela 15, graficos 6 e7).

Fotos 3 e 4. Expressao de HLA classe |l

Foto 3. Mioc. Chagésica

AP "
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Foto 4. Doador
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Fotomicrografias de imunohistoquimica de HLA de
classe Il em fragmento de biopsia endomiocéardica
(40x). Positividade em células inflamatérias e
endotélio de caso de miocardiopatia chagasica (foto
3). Positividade em endotélio de doador (foto 4).

Foto 5. Expressédo de ICAM-I em Mioc. Chagésica

Fotomicrografia de imunohistoquimica de ICAM-I em
fragmento  de biopsia  endomiocardica  de
miocardiopatia chagasica (40x). Positividade em
células inflamatorias e endotélio.
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Tabela 15
Celularidade, HLA e ICAM por Etiologias

DO (29) ID (32) CH (9) IS (6) ou (8) p

CD3 4,42 8 776 14 8,13 <0.0001
(céls/mm?) (1,25 - 7,9) (47-147)  (54,2-163.8) (3,23-32,3) (5 - 15,5) :
CD68 27,8 17,32 74,8 36,35 20 <0.0001
(céls/mm?) (145-34,6)  (11,4-235) (44,1 -82) (14 - 46,7) (14,9 - 33,7) :
CD20 0 0 8,75 0,73 0 <0.0001
(céls/mmz) (0-0,4) (0-0,92) (6 —18,7) (0,19 - 1,19) (0 -0,54) ’
CD45R0 8,2 8,3 126,4 22,23 8,1 <0.0001
(céls/mmz) (3.7-14,8) (46-19,6)  (64,7-1996) (8,3 —44,52) (3,2 -13) '

HLA 1,33 0,76 3,38 1 0,8 0.002
(%de area) (0,7 - 2,4) (0,22 — 1,14) (1,27 - 8,6) (0,5-1,2) 0,2-2) '
ICAM 1,4 1,8 1,92 0,75 0,8 0.35
(%dearea) (0,7 — 4,9) (0,66 — 2,7) (0,83 - 5,83) (0,52 — 1) 0,6 —4,7) :

Dados apresentados como mediana (p25, p75) ou n (%) de casos
DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras
Teste de Kruskall Wallis e comparagao de Dunn

CD3 significancia: CH x DO, CH x ID, CH x OU

CD68 significancia: CH x DO, CH x ID, CH x OU

CD20 significancia: CH x DO, CH x ID, CH x OU

CD45R0 significAncia: CH x DO, CH x ID, CH x OU

HLA significancia: CH x ID

Gréfico 6
Quantificacédo de Linfécitos T (CD3): doadores e dif
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Gréafico 7

Expressao de HLA: doadores e diferentes etiologias
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Quando retiramos o0s chagasicos da avaliacdo, observamos que apenas
em relacdo aos linfocitos T (CD3) existe diferenca entre os doadores e
miocardiopatas idiopaticos (tabela 16).

Tabela 16
Celularidade, HLA e ICAM por Etiologias, sem doenca  de Chagas
DO (29) ID (32) IS (6) ou (8) p
CD3 4,42 8 14 8,13 0.0081
(céls/mm2) (1,25-7,9) (4,7 -14,7) (3,23-32,3) (5-15,5) :
CD68 27,8 17,32 36,35 20 0.073
(céls/mm2) (145-34,6)  (11,4-235) (14 - 46,7) (14,9 - 33,7) :
CD20 0 0 0,73 0 017
(céls/mm2) (0-0,4) (0-0,92) (0,19 - 1,19) (0-0,54) :
CD45R0 8,2 8,3 22,23 8,1 0.42
(céls/mm?) (3,7-14,8) (4,6 — 19,6) (8,3 -44,52) (3.2-13) :
HLA 1,33 0,76 1 0,8 0.096
(%de &rea) (0,7 -2,4) (0,22 -1,14) (05-1,2) 02-2) :
ICAM 1,4 1,8 0,75 0,8 0.24
(%deérea) (0,7 —4,9 (0,66 —2,7) (0,52 -1) (0,6 —4,7) :

Dados apresentados como mediana (p25, p75)

DO: doador; ID: idiopatica; I1S: isquémica; OU: outras
Teste de Kruskall Wallis e comparagéo de Dunn
CDa3: significancia DO x ID

5.2.5 Comparagdo da expressao de HLA e ICAM nos doa dores e

miocardiopatas em relag&o ao infiltrado inflamatori o por CD3 e CD68
Quando comparamos os doadores e 0s miocardiopatas em relacdo a

auséncia e presenca de inflamacao por linfocitos T (CD3) e macréfagos (CD68)

(contagem acima de 7 ou 14 células / mm?), ndo houve diferenca na expressao
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de HLA e ICAM em relacdo a celularidade, tanto nos doadores como nos

miocardiopatas, com excec¢dao feita aos casos em que o numero de linfécitos T

(CD3) foi acima 14 céls/mmz2 nos miocardiopatas (tabela 17).

Tabela 17.

Inflamacao: Celularidade x HLA e ICAM

Doadores CD3 < 7 céls/mm 2 CD3 > 7 céls/mm ? p
CD3 (céls/mm?) 2,13 (0,82 — 4,92) 9,62 (7,91 — 13,54) <0,0001
HLA (%de area) 1,24 (0,56 — 2,17) 1,35 (0,88 — 2,68) 0,66
ICAM (%de area) 1,32 (0,62 — 4,9) 1,5 (1,05 - 6,1) 0,59
Doadores CD3 < 14 céls/mm 2 CD3 > 14 céls/mm ? p
CD3 (céls/mm?) 4,05 (1,75 - 7,33) 16,52 (15,4 — 17,7) 0,027
HLA (%de area) 1,72 (0,53 — 3,01) 1,03 (0,74 — 1,32) 0,49
ICAM (%de area) 1,18 (0,47 — 3,8) 1,14 (1,24 — 1,56) 0,85
Doadores CD68 < 7 céls/mm2 CD68 > 7 céls/mm2 p
CD68 (céls/mm?) 2,34 (0,32 - 6,2) 28,33 (18,1 — 37,2) 0,006
HLA (%de area) 1,07 (0,87 — 1,24) 1,35 (0,6 — 2,6) 0,46
ICAM (%de area) 1,86 (1,32 — 1,98) 1,29 (0,63 — 4,92) 0,71
Doadores CD68 < 14 céls/mm2 CD68 > 14 céls/mm2 p
CD68 (céls/mm?) 10,7 (4,2 — 11,5) 29,35 (26,2 — 41,3) 0,0012
HLA (%de area) 1,12 (0,68 — 3,82) 1,35 (0,56 — 2,87) 0,73
ICAM (%de area) 1,86 (0,22 — 3,83) 1,24 (0,62 — 3,45) 0,79
Miocardiopatas CD3 < 7 céls/mm? CD3 > 7 céls/mm ? p
CD3 (céls/mm?) 4,57 (3,1-5,8) 16,98 (9,6 — 33,5) <0,0001
HLA (%de area) 0,72 (0,21 — 2,28) 1,07 (0,39 - 2) 0,4
ICAM (%de area) 1,38 (0,6 — 2,1) 1,46 (0,67 — 4,1) 0,34
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Miocardiopatas CD3 < 14 céls/mm? CD3 > 14 céls/mm ? p
CD3 (céls/mm?) 4,57 (3,1-5,8) 26,6 (17,7 - 66,9) <0,0001
HLA (%de area) 0,68 (0,19 — 1,18) 1,19 (1,03 - 2,68) 0,0045
ICAM (%de area) 1,42 (0,65 — 2,1) 1,92 (0,7 - 5,5) 0,3
Miocardiopatas CD68 < 7 céls/mm? CD68 > 7 céls/mm? p
CD68 (céls/mm?) 2,68 (0,4 — 5,27) 22,3 (15,85 — 36,35) <0,0001
HLA (%de area) 1,1 (0,98 — 3,79) 1(0,24 —2,1) 0,35
ICAM (%de area) 1,74 (0,49 — 3,25) 1,44 (0,65 — 2,74) 0,98
Miocardiopatas CD68 < 14 céls/mmz? CD68 > 14 céls/mm 2 p
CD68 (céls/mm?) 9,67 (6,9 — 2,17) 25,4 (19,2 — 39,75) <0,0001
HLA (%de area) 0,8 (0,27 -1,1) 1,08 (0,34 — 2,16) 0,3
ICAM (%de area) 2,07 (0,8 — 3,33) 1,2 (0,66 — 2,95) 0,58

Dados apresentados como mediana (p25, p75)

5.2.6 Tempo de Inicio dos Sintomas de IC x Celulari dade, HLA e ICAM

O grupo de miocardiopatias foi dividido em relacdo ao tempo de inicio
dos sintomas em IC aguda (abaixo de 6 meses) e cronica (acima de 6 meses).
O grupo de IC aguda correspondeu a 31% dos casos e o grupo de IC cronica
69%. Apesar da grande diferenca entre os grupos em relacdo ao tempo de

inicio dos sintomas, ndo houve diferenca em relacdo as células inflamatarias,

HLA e ICAM (tabela 18).

Tabela 18.

Tempo do Inicio dos Sintomas de IC x Celularidade,

HLA e ICAM

Aguda (< 6 meses)

Cronica (< 6 mes es)

(17) (38) P
Tempo (meses) 3(12-4) 36 (24 — 62,5) <0,0001
CD3 (céls/mm?) 8,67 (5,9 — 19,1) 10,52 (5,1 — 27,3) 0,67
CD68 (céls/mm?) 17,7 (12,2 — 25,9) 22,6 (14,1 — 36,4) 0,19
CD20 (céls/mm?) 0,64 (0 — 1,64) 0,5 (0 -2) 0,88
CD45R0 (céls/mm?) 8,5 (4,1 — 13,4) 11,4 (5,31 — 34,4) 0,15
HLA (% de area) 0,94 (0,36 — 1,15) 1,07 (0,24 — 2,37) 0,32
ICAM (% de area) 1,85 (0,85 — 3,12) 1,4 (0,63 — 2,95) 0,5

Dados apresentados como mediana (p25, p75)
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5.3 Pesquisa de Microorganismos por Imunohistoquimi ca

Na comparagdo entre doadores e miocardiopatas (tabelas 19 e 20),
houve predominio dos antigenos de enterovirus nos doadores e antigenos do
virus da hepatite C nos miocardiopatas. Ndo houve diferenca entre os
antigenos bacterianos.

A marcacdo do antigeno de HHV6 predominou nos idiopaticos e nas
outras etiologias em comparacéo aos chagasicos; o antigeno de superficie da
hepatite B predominou nos idiopaticos em comparacdo aos doadores e
chagasicos e de borrelia também nos idiopéaticos em relacdo aos chagasicos
(tabelas 21 e 22).

Quando retiramos os chagéasicos da analise, o predominio de antigenos
de enterovirus dos doadores em relacdo aos idiopaticos se evidenciou e 0
contrario observou-se em relagdo aos antigenos de hepatite C e de superficie
de hepatite B; ocorreu também predominio de antigenos de borrelia nos
idiopaticos em relacdo aos doadores (tabelas 23 e 24).

A tabela 25 e as fotos 6 - 11 apresentam a analise de positividade dos
microorganismos levando em consideracdo sua expressdao em endotélio,
células inflamatérias, fibras cardiacas, nucleo e intersticio. Nao houve diferenca
de localizacéo de positividade para cada microorganismo na comparacao entre

os doadores e as diferentes miocardiopatias.
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Tabela 19.

Pesquisa de Virus por Imunohistoquimica

Doador Miocardiopatia p
ADV (% de area) 0,23 (0,12 - 0,37) 0,15 (0,06 — 0,29) 0,16
HS1 (% de area) 0,26 (0,11 —0,4) 0,18 (0,05 —0,4) 0,62
HS2 (% de area) 0,26 (0,08 — 0,41) 0,37 (0,1-0,8) 0,66
EBV (% de area) 0,61 (0,2 —0,95) 0,35 (0,22 - 0,86) 0,67
PB19 (% de &rea) 0,48 (0,32-0,7) 0,47 (0,3 -1,05) 0,63
Entero (% de area) 2 (0,56 —5,7) 0,61 (0,28 — 2,45) 0,0075
HHV6 (% de area) 4,9 (2,44 - 7,23) 5,75 (2,96 — 8,42) 0,47
HBs (% de area) 0,41 (0,22 — 1,05) 0,77 (0,3-2,4) 0,056
HBc (% de area) 0,29 (0,12 — 1,04) 0,56 (0,22 — 1,6) 0,19
HCV (% de area) 0,6 (0,37 — 1,41) 1,31 (0,5 - 3,6) 0,02

Dados apresentados como mediana (p25, p75); ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes
simplex 2; EBV: Epstein-Barr virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6;
HBs: antigeno de superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C

Tabela 20.
Pesquisa de Bactérias por Imunohistoquimica

Doador Miocardiopatia p
CP (% de &rea) 1,7 (0,58 — 3,73) 1,93 (0,73 — 4,5) 0,43
MP (% de area) 14,14 (11 - 21,5) 13,65 (7,53 — 18,54) 0,55
Bor (% de érea) 1,16 (0,45 — 2,42) 2,1(0,77 - 6) 0,076

Dados apresentados como mediana (p25, p75); CP: Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma

pneumoniae; Bor: Borrelia
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Tabela 21.

Pesquisa Viral por Imunohistoquimica: doadores e di

ferentes etiologias

DO ID CH IS ou p
i 0,23 0,16 0,13 0,16 0,08
ADV (% de area) 0,61
(0,12-0,37) (0,07-0,35) (0,06—0,33) (0,04—0,26) (0,05-0,36)
3 0,26 0,18 0,06 0,17 0,35
HS1 (% de area) 0,58
(0,11-0,4) (0,05-0,54) (0,004—0,32) (0,07-2,85) (0,14 —0,42)
; 0,26 0,44 0,13 0,24 0,18
HS2 (% de area) 0,21
(0,08-0,41) (0,13-0,83) (0,01-0,38) (0,24 -3,9) (0,03 - 0,46)
3 0,61 0,41 0,56 0,25 0,3
EBV (% de area) 0,68
(0,2-095) (0,25-1,12) (0,16—-0,81) (0,22 —0,56) (0,2-0,5)
B 0,48 0,62 0,35 0,77 0,25
PB19 (% de é&rea) 0,07
(0,32-0,7) (0,3-1,6) (0,25-0,68) (0,44-3,14) (0,11 -0,64)
i 2 0,57 0,61 0,83 1,27
Entero (% de area) 0,07
(056-57) (0,26-2,1) (0,26—-2,75) (0,42-6,7) (0,33 —3,54)
B 4,9 6,5 2,47 3,83 7,65
HHV6 (% de &rea) 0,01
(2,44-7,23) (4,1-8,5) (1,03-3,9) (293-7,3) (5,43-10,44)
; 0,41 1,36 0,28 0,95 0,59
HBs (% de area) 0,006
(0,22-1,05) (0,58 —4,3) (0,17 - 0,53) (0,18 -1,5) (0,15 -2,27)
3 0,29 0,76 0,37 0,57 0,38
HBc (% de é&rea) 0,43
(0,12-1,04) (0,23-1,77) (0,17-0,75)  (0,3—-1,84)  (0,15—0,93)
; 0,6 1,93 1,74 0,64 1,16
HCV (% de area) 0,062
(0,37-1,41) (0,58 -5,3) (0,48 — 4,51) (0,3-1,84) (0,43 - 2,38)

Dados apresentados como mediana (p25, p75); DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica;
OU: outras; ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV: Epstein-Barr virus;
PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno de superficie virus B;
HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; Teste de Kruskall Wallis e comparagdo de Dunn
HHV®6 significancia: ID x CH, OU x CH; Hbs significancia: ID x DO, ID x CH

Tabela 22.
Pesquisa Bacteriana por Imunohistoquimica:
Doadores e diferentes etiologias

DO ID CH IS ou p
CP (% de area) (0,581;73,73) (0,731'?:14,6) (0,6145.3’?35,1) (0,87]173,52) (0,632i8178,21) 0,88
MP (% de area) (1112411',5) (5,9l 3—’A]f.3€,3,8) (5,89;5:?4,1) (12,7%6;134,68) (11,21;3 %3,9) 0.22
Bor (% de area) (o,4§ '—162,42) (1,082'—4f3,97) (0,1(;{62,5) (0,9%3'?99,5) (0,461’—62,64) 0,015

Dados apresentados como mediana (p25, p75); DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica;
OU: outras; CP: Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor: Borrelia; Teste de Kruskall
Wallis e comparacao de Dunn; Bor significancia: ID x CH
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Tabela 23.

Pesquisa Viral por Imunohistoquimica:

Doadores e diferentes etiologias, sem doenca de Cha gas
DO ID IS ou p
i 0,23 0,16 0,16 0,08
ADV (% de area) 0,52
(0,12-0,37) (0,07-0,35) (0,04-0,26) (0,05—0,36)
3 0,26 0,18 0,17 0,35
HS1 (% de area) 0,91
(0,11-0,4) (0,05-0,54) (0,07—2,85) (0,14 —0,42)
; 0,26 0,44 0,24 0,18
HS2 (% de area) 0,39
(0,08-0,41) (0,13-0,83) (0,24-3,9) (0,03 -0,46)
3 0,61 0,41 0,25 0,3
EBV (% de area) 0,51
(0,2-0,95) (0,25-1,12) (0,22 —0,56) (0,2-0,5)
, 0,48 0,62 0,77 0,25
PB19 (% de é&rea) 0,07
(0,32-0,7) (0,3-1,6) (0,44-3,14) (0,11-0,64)
2 0,57 0,83 1,27
Entero (% de area) 0,052
(056-57) (0,26-2,1) (0,42-6,7)  (0,33-3,54)
, 4,9 6,5 3,83 7,65
HHV6 (% de &rea) 0,24
(244-723) (41-8)5) (293-7,3) (5,43-10,44)
; 0,41 1,36 0,95 0,59
HBs (% de area) 0,02
(0,22-1,05) (058-4,3) (0,18-15  (0,15-2,27)
3 0,29 0,76 0,57 0,38
HBc (% de é&rea) 0,36
(0,12—-1,04) (0,23-1,77) (0,3-1,84)  (0,15—0,93)
, 0,6 1,93 0,64 1,16
HCV (% de area) 0,04
(0,37-1,41) (058-53) (0,3-1,84)  (0,43-2,38)

Dados apresentados como mediana (p25, p75); DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS:
isqguémica; OU: outras; ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV:
Epstein-Barr virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno
de superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; Teste de Kruskall Wallis
e comparacgéo de Dunn; Entero significancia: DO x ID; HBs significancia: ID x DO; HCV significancia:
ID x DO

Tabela 24.
Pesquisa Bacteriana por Imunohistoquimica:

Doadores e diferentes etiologias, sem doenca de Cha gas

DO ID IS ou p
CP (% de area) (0,581'—73,73) (0,731'3—14,6) (0,871;73,52) (0,63218178,21) 0.75
MP (% de area) (11111'%11,5) (5,3 321%,8) (12,7156i1214,68) (11,%? %3,9) 0,40
Bor (% de area) (o,4§ '—162,42) (1,082’—4]?3,97) (0,9%'6—99,5) (0,461;62,64) 0,036

Dados apresentados como mediana (p25, p75); DO: doador; ID: idiopética; CH: chagasica;
IS: isquémica; OU: outras; CP: Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor:

Borrelia; Teste de Kruskall Wallis e comparacéo de Dunn; Bor significancia: ID x DO.
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Tabela 25.
Localizacdo dos antigenos de microorganismos no tec ido
miocardico

Endotélio in flgré;:;':grsias Fibras Nucleo Intersticio
PB19 + + + 0 0
Entero 0 0 + 0 0
HHV6 + + + 0 0
HBs 0 0 + 0 +
HBc 0 0 + 0 0
HCV 0 0 + 0 0
Borrelia + + + + 0

PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno de
superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; +: presente; 0:
ausente

Foto 6. Parvovirus B19 em Mioc. Idiopatica
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Fotomicrografia de imunohistoquimica para
PB19 em fragmento de biopsia endomiocardica
de caso de miocardiopatia idiopatica (100x).
Positividade em endotélio, células inflamatdrias
e fibras cardiacas.



Foto 7. Enterovirus em Doador
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Fotomicrografia de imunohistoquimica para
enterovirus em fragmento de biopsia
endomiocardica de doador (40x). Positividade
em arteriolas e fibras cardiacas.

Foto 8. HHV6 em Mioc. Idiopatica
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Fotomicrografia de imunohistoquimica para
HHV6 em fragmento de biopsia
endomiocardica de caso de miocardiopatia
idiopatica (40x). Positividade em endotélio,
células inflamatorias e fibras cardiacas.




Foto 9. Hepatite B — antigeno HBs em Mioc. Idiopéti ca
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Fotomicrografia de imunohistoquimica para
Hepatite B (HBs) em fragmento de biopsia
endomiocardica de caso de miocardiopatia
idiopatica (40x). Positividade em fibras
cardiacas e intersticio.

Foto 10. Hepatite C em Mioc. Idiopatica

Fotomicrografia de imunohistoquimica para
Hepatite C em fragmento de biopsia
endomiocardica de caso de miocardiopatia
idiopatica (40x). Positividade em fibras
cardiacas.



Foto 11. Borrelia em Mioc. Chagésica

Fotomicrografia de imunohistoquimica para
Borrelia em fragmento de biopsia
endomiocardica de caso de miocardiopatia
chagasica (40x). Positividade em endotélio,
células inflamatorias, fibras cardiacas e nucleo.

5.4 Correlacéo entre células inflamatoérias, HLA, IC ~ AM e microorganismos

Nos doadores, houve correlacdo do numero de linfocitos T (CD3) com o
namero das outras células inflamatérias, ndo havendo correlacdo com a
guantificacdo de expressédo de HLA e de moléculas de adeséo (tabela 26). A
guantificacdo de macréfagos se correlacionou a quantificacdo de linfécitos T
(CD3) e a quantificagdo de antigenos de PB19. (Tabela 27)

J& nos miocardiopatas houve correlacdo entre o niumero de linfocitos T
(CD3) e o numero das outras células inflamatorias, bem como quantificacdo da
expressdo de HLA (houve tendéncia para correlacdo de expressédo de ICAM).
Entretanto, ndo houve correlacdo entre o numero de linfécitos T (CD3) e a
quantificacdo de antigenos de microorganismos (tabela 28). Em relagdo ao
numero de macréfagos, também houve correlacdo com o nimero das outras
células inflamatorias e tendéncia com a quantificacdo da expressdo de HLA;
nao houve correlacdo com quantificacdo de expressdo de ICAM e com a
quantificacdo de antigenos de microorganismos (tabela 29).

60



Tabela 26.
Doadores: Linfocitos T (CD3) x O utras Células, HLA, ICAM e
Microorganismos

Correlagdo Spearman Valor de r p
CD3 x CD68 0,38 (0,01 - 0,66) 0,04
CD3 x CD20 0,4 (0,04 - 0,68) 0,027
CD3 x CD45 0,54 (0,2 -0,76) 0,0026
CD3 x HLA 0,2 (-0,2 -0,54) 0,31
CD3 x ICAM 0,12 (-0,27 - 0,48) 0,52
CD3 x ADV 0,07 (-0,32 - 0,44) 0,72
CD3 x HS1 -0,22 (-0,62 - 0,27) 0,36
CD3 x HS2 0,06 (-0,42 — 0,5) 0,81
CD3 x EBV -0,01 (-0,4 - 0,39) 0,95
CD3 x PB19 0,14 (-0,25 - 0,5) 0,46
CD3 x Entero -0,07 (-0,44 - 0,32) 0,72
CD3 x HHV6 -0,23 (-0,56 — 0,17) 0,24
CD3 x HBs 0,18 (-0,22 — 0,54) 0,35
CD3 x HBc -0,06 (-0,43 — 0,33) 0,75
CD3 x HCV 0,11 (-0,43 - 0,6) 0,68
CD3 x CP 0,24 (-0,16 — 0,57) 0,22
CD3 x MP -0,1 (-0,53 - 0,36) 0,65
CD3 x Bor -0,22 (-0,56 — 0,17) 0,25

ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV: Epstein-Barr
virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno
de superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; CP:

Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor: Borrelia



Tabela 27.
Doadores: Macrofagos (CD68) x Outras Células, HLA, ICAM e
Microorganismos

Correlagdo Spearman Valor de r p

CD68 x CD3 0,38 (0,01 - 0,66) 0,04
CD68 x CD20 -0,004 (-0,38 - 0,37) 0,98
CD68 x CD45 0,28 (-0,1-0,6) 0,14
CD68 x HLA 0,18 (-0,22 - 0,52) 0,37
CD68 x ICAM 0,21 (-0,19 - 0,55) 0,29
CD68 x ADV 0,1(-0,3-0,47) 0,62
CD68 x HS1 -0,35 (-0,7 - 0,13) 0,14
CD68 x HS2 -0,01 (-0,47 — 0,45) 0,96
CD68 x EBV -0,05 (-0,44 - 0,35) 0,82
CD68 x PB19 0,47 (0,1-0,72) 0,012
CD68 x Entero -0,17 (-0,52 - 0,22) 0,37
CD68 x HHV6 0,07 (-0,32 - 0,44) 0,72
CD68 x HBs 0,07 (-0,32 - 0,45) 0,71
CD68 x HBc -0,18 (-0,52 - 0,22) 0,36
CD68 x HCV -0,3 (-0,72 - 0,26) 0,26
CD68 x CP 0,3 (-0,09 - 0,61) 0,12
CD68 x MP -0,08 (-0,52 - 0,39) 0,73
CD68 x Bor -0,03 (-0,41 - 0,35) 0,85

ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV: Epstein-Barr
virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno
de superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; CP:
Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor: Borrelia



Tabela 28.

Miocardiopatas: Linfécitos T (CD3) x Outras células , HLA,
ICAM e Microorganismos

Correlagcdo Spearman Valor de r p

CD3 x CD68 0,58 (0,35 —0,74) <0,0001
CD3 x CD20 0,6 (0,38 —-0,75) <0,0001
CD3 x CD45 0,65 (0,45 —0,79) <0,0001
CD3 x HLA 0,32 (0,04 — 0,55) 0,02
CD3 x ICAM 0,28 (-0,02 — 0,53) 0,06
CD3 x ADV -0,1 (-0,38 - 0,18) 0,46
CD3 x HS1 0,008 (-0,3 - 0,3) 0,95
CD3 x HS2 -0,17 (-0,45 - 0,15) 0,27
CD3 x EBV -0,12 (-0,39 - 0,16) 0,39
CD3 x PB19 0,036 (-0,32 - 0,39) 0,84
CD3 x Entero 0,20 (-0,09 — 0,48) 0,16
CD3 x HHV6 0,004 (-0,3-0,3) 0,98
CD3 x HBs -0,12 (-0,39 - 0,16) 0,38
CD3 x HBc -0,2 (-0,45 - 0,08) 0,15
CD3 x HCV -0,16 (-0,43 - 0,13) 0,26
CD3 x CP 0,03 (-0,25-0,3) 0,83
CD3 x MP -0,03 (-0,31 - 0,25) 0,82
CD3 x Bor 0,05 (-0,23 — 0,33) 0,7

ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV: Epstein-Barr
virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno
de superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; CP:
Chlamydia pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor: Borrelia



Tabela 29.

Miocardiopatas: Macréfagos (CD68) x Outras células, HLA,
ICAM e Microorganismos

Correlagcdo Spearman Valor de r p
CD68 x CD3 0,58 (0,35 —0,74) <0,0001
CD68 x CD20 0,38 (0,11 — 0,56) 0,0057
CD68 x CD45 0,60 (0,39 — 0,76) <0,0001
CD68 x HLA 0,27 (-0,01 — 0,51) 0,052
CD68 x ICAM 0,23 (-0,07 - 0,5) 0,12
CD68 x ADV -0,15 (-0,4 — 0,14) 0,3
CD68 x HS1 0,05 (-0,26 — 0,35) 0,75
CD68 x HS2 -0,05 (-0,36 — 0,26) 0,73
CD68 x EBV 0,2 (-0,21 - 0,55) 0,33
CD68 x PB19 -0,22 (-0,47 - 0,06) 0,11
CD68 x Entero 0,001 (-0,3-0,3) 0,99
CD68 x HHV6 -0,09 (-0,39 - 0,21) 0,53
CD68 x HBs -0,22 (-0,47 — 0,06) 0,12
CD68 x HBc -0,19 (-0,45 - 0,09) 0,17
CD68 x HCV -0,05 (-0,34 — 0,24) 0,7
CD68 x CP -0,007 (-0,28 - 0,27) 0,96
CD68 x MP 0,06 (-0,22 — 0,34) 0,65
CD68 x Bor -0,2 (-0,45 — 0,08) 0,15

ADV: adenovirus; HS1: herpes simplex 1; HS2: herpes simplex 2; EBV: Epstein-Barr
virus; PB19: parvovirus B19; Entero: enterovirus; HHV6: herpes virus 6; HBs: antigeno de
superficie virus B; HBc: antigeno nuclear virus B; HCV: virus hepatite C; CP: Chlamydia
pneumoniae; MP: Mycoplasma pneumoniae; Bor: Borrelia
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5.5 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Molecu lar

5.5.1 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Mole  cular: Doadores

Todos os doadores apresentaram positividade para genoma de algum
virus estudado e na grande maioria houve associagdo de microorganimos. O
genoma bacteriano esteve ausente em 78% dos casos. A positividade do
genoma para 0os microorganismos estudados nos doadores foi de 83,3% para
adenovirus, 33,3% para EBV, 0 para CMV, 84,6% para HHV6, 92% para PB19,
20,8% para micoplasma, 4,2% para clamidia e 0 para borrelia (tabela 30,
gréaficos 8 e 9).
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Tabela 30.
Pesquisa de Agentes Infecciosos por Biologia Molecu lar: Doadores

DO ADV EBV CMV HHV6 PB19 MP CP Bor CD3 CD68 HLA ICA M Virus Bact
1 N N N N P N N N 0,77 2,34 0,87 1,98 PB19 0
2 N N N P P N N N 2,03 35,86 1,45 nr HHV6 + PB19 0
3 nr nr N P P nr nr nr 0,50 32,74 nr 0,9 HHV6 + PB19 0
4 P N N P P N N N 6,3 6,2 1,24 1,32 ADV + PB19 + HHV6 0
5 N N N N P N N N 0,51 26,76 0,51 0,99 PB19 0
6 nr nr nr nr nr nr nr nr 0,36 81,08 1,38 115 nr nr
7 P N N P nr N N N 4,42 18,2 0,65 10,9 ADV + HHV6 0
8 P N N P nr P N N 11,7 22,87 1,01 4,76 ADV + HHV6 MP
9 P P N P P N N N 9,62 60,73 1,42 11,1  ADV+EBV+HHV6+PB19 0
10 N N N P P N N N 17,7 55 0,74 1,57 HHV6 + PB19 0
11 nr nr N N P nr nr nr 15,4 113,8 1,32 1,24 PB19 0
12 P N N P P N N N 1,41 12,3 1,12 0,28 ADV+HHV6+PB19 0
13 P N N P P P N N 0,99 0,32 1,07 1,86 ADV+HHV6+PB19 MP
14 P P N P P N N N 2,23 10,8 5,58 0,17  ADV+EBV+HHV6+PB19 0

15 P P N P P P N N 10,8 27,82 2,49 1,49  ADV+EBV+HHV6+PB19  MP
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DO: doador; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19; MP: Mycoplasma pneumoniae;

CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia; Bact: bactérias; N: negativo; P: positivo; nr: ndo realizado
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Doadores n=27
Genoma Viral

m PB19 (4)

m HHV6 + PB19 (3)
4%
m Adeno + HHV6 + PB19 (10)

m Adeno + HHV6 (3)

m Adeno + PB19 (1)

m Adeno + EBV + HHV6 + PB19 (5)

i Adeno + EBV + HHV6 (1)

Gréafico 8. Genoma Viral: Doadores

Doadores n=27
Genoma Bacteriano

4%

H Ausente (21)
B Clamidia (1)

= Micoplasma (5)

Grafico 9. Genoma Bacteriano: Doadores
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5.5.2 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Mole  cular:
Miocardiopatia Idiopatica

Nos pacientes com miocardiopatia dilatada idiopatica a presenca de
genoma viral esteve ausente em apenas 2 casos (7%) e isso pode ter sido
devido ao fato de que em ambos ndo foi possivel a pesquisa de PB19
(escassez de material). Na maioria dos casos houve associacdo de genoma
viral. Genoma bacteriano esteve ausente em 58% dos casos.

A positividade do genoma para 0s microorganismos estudados nos
idiopaticos foi de 51,7% para adenovirus, 33,3% para EBV, 0 para CMV, 30%
para HHV6, 95,8% para PB19, 37,9% para micoplasma, 17,2% para clamidia e
3,3% para borrelia (tabela 31, graficos 10 e 11).
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Tabela 31.
Pesquisa de Agentes Infecciosos por Biologia Molecu

lar: Miocardiopatia Idiopatica

ID ADV EBV CMV HHV6 PB19 MP CP Bor CD3 CD68 HLA ICA M Virus Bact
1 P P N N P N N N 29,46 28,84 0,23 nr ADV+EBV+PB19 0

2 N P N N P N N N 8,58 17,7 0,19 1,85 EBV+PB19 0

3 N N N P P N N N 3,11 9,2 0,05 0,18 HHV6+PB19 0

4 N N N P P N N N 16,63 12 1,07 nr HHV6+PB19 0

5 N N N N P N N N 2,97 20,79 3,12 nr PB19 0

6 N N N N nr N N N 4,68 3,79 1,14 2,11 0 0

7 N N N P P N N N 7,43 26,36 1,37 0,93 HHV6+PB19 0

8 N P N N P N N N 3,9 12,7 0,21 2,07 EBV+PB19 0

9 N P N N P N N N 20,11 8,1 0,33 4,45 EBV+PB19 0
10 nr P nr nr nr nr nr nr 9,6 15,85 0,09 1,46 EBV 0
11 N N N P P P N N 5,97 16,7 0,12 0,2 HHV6+PB19 MP
12 P P N P P P P N 33,5 29,37 1,15 4,13 ADV+EBV+HHV6+PB19  MP+CP
13 N N N P P P P N 9,24 23,39 0,12 0,67 HHV6 + PB19 MP+CP
14 N P N P P P N N 15,33 31,42 1,11 2,57 EBV+HHV6+PB19 MP
15 P P N N P P N N 6,67 20,53 0,57 1,47 ADV+EBV+PB19 MP
16 P N N P N P N P 6,23 10,4 0,68 0,65 ADV+HHV6 MP-+Bor
17 P N N N P N P N 8,67 12,34 nr 0,43 ADV+PB19 CP
18 P N N N P N N N 3,48 20,32 0,70 2,5 ADV+PB19 0
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ID: idiopatica; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19; MP: Mycoplasma
pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia; Bact: bactérias; N: negativo; P: positivo; nr: nao realizado
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Miocardiopatia Idiopatica n=31
Genoma Viral
H Adeno (3)

mEBV (1)
m PB19 (2)

3% 3%

B Ausente (2)

m Adeno + HHV6 (1)
m Adeno + EBV (1)
M Adeno + PB19 (7)

B Adeno + EBV + PB19 (2)
m EBV + PB19 (4)
m HHV6 + PB19 (6)

Grafico 10. Genoma Viral: Miocardiopatia Idiopatica

Miocardiopatia Idiopatica n=31
Genoma Bacteriano

3%

B Ausente (18)

B Micoplasma (7)

m Clamidia (2)

B Micoplasma + Clamidia (3)

M Micoplasma + Borrelia (1)

Gréfico 11. Genoma Bacteriano: Miocardiopatia Idiop  atica
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5.5.3 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Mole  cular:
Miocardiopatia Chagésica

Na miocardiopatia chagasica a presenca de genoma viral esteve
documentada em todos os pacientes. Devido a escassez de material, alguns
casos ndo foram realizados. Na maioria dos casos houve associagdo de
genoma viral. Genoma bacteriano esteve ausente em 80% dos casos.

A positividade do genoma para 0s microorganismos estudados nos
chagasicos foi de 55,5% para adenovirus, 40% para EBV, 20% para CMV, 75%
para HHV6, 57,14% para PB19, 20% para micoplasma, 20% para clamidia e 0
para borrelia (tabela 32, gréficos 12 e 13).
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Tabela 32.
Pesquisa de Agentes Infecciosos por Biologia Molecu lar: Miocardiopatia Chagasica

CH ADV EBV CMV HHV6 PB19 MP CP Bor CD3 CD68 HLA ICA M Virus Bact
1 nr nr nr N P nr nr nr nr 104,1 12,74 0,72 PB19 nr
2 nr nr nr P P nr nr nr 78,22 61,33 3,82 1,92 HHV6+PB19 nr
3 N N P N N N N N 53,28 86,54 1,19 1,43 CMV 0

4 nr nr nr nr nr nr nr nr 166 77,45 1,35 0,62 nr nr
5 nr nr nr P P nr nr nr 157,4 74,8 5,6 6,16 HHV6+PB19 nr
6 N P N P P P P N 76,92 54,57 3,38 5,49 EBV+HHV6+PB19  MP+CP
7 P N N P N N N N 269,2 75,04 11,62 8,01 ADV+HHV6 0

8 P P N P N N N N 56,91 33,64 1 0,95 ADV+EBV+HHV6 0

9 P N N P nr N N N 25,15 23,8 3,24 3.4 ADV+HHV6 0

CH: chagésica; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19; MP: Mycoplasma

pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia; Bact: bactérias; N: negativo; P: positivo; nr: nao realizado



Miocardiopatia Chagasica n=8
Genoma Viral

HPB19 (1)

Hm HHV6 + PB19 (2)

mCMV (1)

B Adeno + HHV6 (2)

B EBV + HHV6 + PB19 (1)
m Adeno + EBV + HHV6 (1)

Gréfico 12. Genoma Viral: Miocardiopatia Chagasica

Miocardiopatia Chagasica n=5
Genoma Bacteriano

B Ausente (4)

B MP +CP (1)

Gréfico 13. Genoma Bacteriano: Miocardiopatia Chaga  sica
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5.5.4 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Mole  cular:
Miocardiopatia Isquémica

Na miocardiopatia isquémica a presenca de genoma viral esteve
documentada em todos o0s pacientes, também ocorrendo associacdo de
microorganismos. Genoma bacteriano esteve presente em 67% dos casos
sendo todos de micoplasma.

A positividade do genoma para 0s microorganismos estudados nos
isquémicos foi de 66,7% para adenovirus, 0 para EBV, 16,7% para CMV,
66,7% para HHV6, 50% para PB19, 0 para clamidia e 0 para borrelia (tabela
33, graficos 14 e 15).
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Tabela 33.
Pesquisa de Agentes Infecciosos por Biologia Molecu lar: Miocardiopatia Isquémica

IS ADV  EBV CMV HHV6 PB19 MP CP Bor CD3 CD68 HLA ICA M Virus Bact
1 N N N N P N N N 3,64 0 0,95 1,38 PB19 0

2 P N N N P P N N 49,37 50,5 1,61 0,79 ADV+PB19 MP
3 P N N P P P N N 26,6 36,35 1,08 0,71 ADV+HHV6+PB19 MP
4 N N N P N P N N 16,87 5,76 1,08 0,19 HHV6 MP
5 P N N P N P N N 2 43 0,015 0,89 ADV+HHV6 MP
6 P N P P N N N N 11,15 22,3 0,67 0,63 ADV+CMV+HHV6 0

IS: isquémica; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19; MP: Mycoplasma

pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia; Bact: bactérias; N: negativo; P: positivo; nr: ndo realizado
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Miocardiopatia Isquémica n=6
Genoma Viral

HPB19 (1)

H HHV6 (1)

m Adeno + PB19 (1)

B Adeno + HHV6 (1)

m Adeno + HHV6 + PB19 (1)
m Adeno + HHV6 + CMV (1)

Gréfico 14. Genoma Viral: Miocardiopatia Isquémica

Miocardiopatia Isquémica n=6
Genoma Bacteriano

m Ausente (2)
® Micoplasma (4)

Gréfico 15. Genoma Bacteriano: Miocardiopatia Isqué  mica
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5.5.5 Pesquisa de Microorganismos por Biologia Mole  cular:
Outras Miocardiopatias

No conjunto das outras miocardiopatias, a presenca de genoma viral
esteve evidenciada em todos os pacientes, também com predominio de
associacfes. Genoma bacteriano de micoplasma esteve presente em 50% dos
casos.

A positividade do genoma para 0s microorganismos estudados no
conjunto das outras miocardiopatias foi de 62,5% para adenovirus, 0 para EBV,
12,5% para CMV, 71,4% para HHV6, 57,1% para PB19, 50% para micoplasma,

0 para clamidia e 0 para borrelia (tabela 34 e gréaficos 16 e 17).
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Tabela 34.
Pesquisa de Agentes Infecciosos por Biologia Molecu lar: Outras Miocardiopatias

Oou ADV EBV CMV HHV6 PB19 MP CP Bor CD3 CD68 HLA ICA M Virus Bact
HAS P N N N P P N N 3,17 14,13 0,02 1,94 ADV+PB19 MP
Muco P N N N P N N N 22,08 65,74 1,78 0,82 ADV+PB19 0
Taqui P N N P P N N N 5,8 36,5 1,23 5,600 ADV+HHV6+PB19 0
NC N N N nr P N N N 10,64 17,08 0,19 7,315 PB19 0
Alc N N N P nr P N N 9,42 25,37 0,38 0,603 HHV6 MP
Valv N N P P N P N N 4,68 17,15 0,24 0,192 CMV+HHV6 MP
QT P N N P N P N N 6,85 22,98 5,75 0,84 ADV+HHV6 MP
NC P N N P N N N N 17,15 14,15 2,09 0,55 ADV+HHV6 0

OU: outras etiologias; HAS: hipertensiva; Muco: mucopolissacaridose; Taqui: taquicardiomiopatia; NC: miocardio ndo-compactado; Alc: alcodlica; Valv:
valvar; QT: pds-quimioterapia; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19; MP:

Mycoplasma pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia; Bact: bactérias; N: negativo; P: positivo; nr: ndo realizado
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Outras Miocardiopatias n=8
Genoma Viral

Gréfico 16. Genoma Viral: Outras Miocardiopatias

H PB19 (1)

W HHV6 (1)

m Adeno + PB19 (2)

B Adeno + HHV6 (2)

B HHV6 + CMV (1)

m Adeno + HHV6 + PB19 (1)

Outras Miocardiopatias n=8
Genoma Bacteriano

Gréfico 17. Genoma Bacteriano: Outras miocardiopati  as

B Micoplasma (4)

W Ausente (4)
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5.5.6 Doadores x Miocardiopatia Dilatada: Microorga  nismos

Na comparacao entre doadores e miocardiopatas, em relacdo aos agentes
infecciosos estudados por biologia molecular, houve um predominio de adenovirus
e HHV6 nos doadores (tabela 35). Quando comparados os doadores com cada
etiologia especifica se manteve a significancia para o HHV6, 0 mesmo néo
ocorrendo para o adenovirus (tabela 36).

Tabela 35.
Pesquisa de Virus e Bactérias por Biologia Molecula

Doadores (27) Miocardiopatia (53) p
ADV n(%) 20 (83,3) 27 (58,7) 0,035
EBV n(%) 6 (33,3) 12 (25,5) 0,84
CMV n(%) 0 2 (4,3) 0,53
HHV6 Nn(%) 22 (86,4) 24 (49) 0,0015
PB19 n(%) 23 (92) 33 (75) 0,11

ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19

Doadores (27) Miocardiopatia (50) p
MP n (%) 5 (20,8) 20 (46,5) 0,12
CP n (%) 1(4,2) 6 (14) 0,41
Bor n (%) 0 1(2,3) 1

MP: Mycoplasma pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia

Tabela 36.
Pesquisa de Virus e Bactérias: doadores e miocardio  patias

DO (27) ID (31) CH (8) IS (6) ou (8) p
ADV n (%) 20 (83,3) 15 (51,7) 3 (55,5) 4 (66,7) 5 (62,5) 0,21
EBV n (%) 6 (33,3) 10 (33,3) 2 (40) 0 0 0,17
CMV n (%) 0 0 1 (20) 1(16,7) 1(12,5) *
HHV6 n (%) 22 (86,4) 9 (30) 6 (75) 4 (66,7) 5(71,4)  0,0008
PB19 n (%) 23 (92) 23 (95,8) 4(57,1) 3 (50) 4(57,1) *

DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagésica; IS: isquémica; OU: outras etiologias; ADV: adenovirus; EBV: Epstein-Barr
virus; CMV: citomegalovirus; HHV6: herpes virus 6; PB19: parvovirus B19

* Andlise estatistica invalida devido ao ndmero reduzido de casos e impossibilidade de realizagdo do teste exato de
Fischer comparando multiplas situa¢des
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DO (27) ID (31) CH (5) IS (6) ou (8) p

MP n (%) 5 (20,8) 11 (37,9) 1 (20) 4 (66,7) 4 (50) 0,19
CP n (%) 1(4,2) 5(17,2) 1 (20) 0 0 *
Bor n (%) 0 1(3,3) 0 0 0 *

DO: doador; ID: idiopatica; CH: chagasica; IS: isquémica; OU: outras etiologias; MP: Mycoplasma
pneumoniae; CP: Chlamydia pneumoniae; Bor: Borrelia

* Analise estatistica invalida devido ao nimero reduzido de casos e impossibilidade de realizacdo do teste
exato de Fischer comparando miltiplas situac8es

5.5.7 Inflamacédo x Microorganismos por Biologia Mol  ecular

N&o houve correlagdo entre 0 nUmero de microorganismos encontrados e o
desenvolvimento de inflamacéo quer seja por celularidade, expressdo de HLA ou
ICAM (tabela 37).

Tabela 37.
Inflamac&o x Numero de Microorganismos

Doadores Ausente 1 agente (4) 2 agentes (6) 3 ou mais (17) p
CD3 (céls/mm?) 0 1,82 (0,57 — 12,3) 1,94 (0,6 - 7,7) 6,3 (2,5-8,7) 0,21
CD68 (céls/mmz) 0 22,2 (6,16 — 92) 26 (15,7 — 40,6) 27,8 (11,5-32,1) 0,88
HLA (% area) 0 1,1(0,6 -2,4) 0,74 (0,6 — 1,8) 1,35(0,73-3,1) 0,66
ICAM (% é&rea) 0 1,11 (0,7-1,8) 157(1-6,8) 1,49 (0,47 — 4,9) 0,68
Mioc Idiopatica Ausente (2) 1 agente (3) 2 agentes  (13) 3 ou mais (12) p
CD3 (eslsimm?) (770 o7 182 @7 107) G323 O3
CD68 (céls/mm?) (3,813 '273,6) (15,§ (1'821,8) (10,2’29,2) (13,2 1—"39,2) 016
HLA (% érea) (o,4oi7f,14) (o,oe(aJ %,12) (0,2;J ’—951,23) (o,zf ° 3,15) 0.97
ICAM (% érea) 2.1 (1,463 %,43) (0,911 ’—92,19) (o,g’zGE 3) 053
Mioc Chagésica Ausente (0) 1 agente (1) 2 agentes ( 5) 3 ou mais (2) p
CD3 (céls/mm?) 0 nr 78,2 66,9 (56,9 — 76,9)
(39,2-213,3)
CD68 (céls/mm?) 0 104,1 (42,671&5{330,8) 44,1 (33,6 — 54,6)
HLA (% area) 0 12,74 (2’2:’;{28’ 6) 2,2 (1-34)
ICAM (% area) 0 0,72 3,4(1,67-7,1) 3,2(0,95-5,5)

Andlise estatistica impossibilitada pelo niumero reduzido de casos sem agentes, com 1 agente e 3 ou mais
agentes
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Mioc Isquémica

Ausente (0)

1 agente (1)

CD3 (céls/mm?)
CD68 (céls/mm?)
HLA (% area)

ICAM (% é&rea)

0

0

0

0

Andlise estatistica impossibilitada pelo nimero reduzido de casos sem agentes, com 1 agente e 2 agentes

Outras Etiologias

Ausente (0)

1 agente (1)

CD3 (céls/mm?)
CD68 (céls/mm?)
HLA (% area)

ICAM (% area)

0

0

0

0

2 agentes (1) 3 ou mais (4) p
16,8 18,9 (4,3 -43,7)
58 39,7 (25,8 — 48,6)
1,08 0,87 (0,18 — 1,48)
0,19 0,75 (0,65 - 0,86)
2 agente s (3) 3 ou mais (4) p
17,1 (9,4 -22,1) 5,2 (3,5-6,6)

254 (14,1-65,7) 20,1 (14,9 - 33,1)

1,78 (0,38 —2,1) 0,74 (0,08 — 4,6)

0,6 (0,55 — 0,82) 1,4 (0,3 - 4,7)

Andlise estatistica impossibilitada pelo nimero reduzido de casos sem agentes, com 1 agente e 2 agentes.

5.6 Pesquisa de PB19 por Hibridizac&o

in situ

De maneira preliminar, alguns casos com positividade elevada para PB19

pela imunohistoquimica foram estudados por hibridizacdo in situ. Conforme

observado nas figuras abaixo, houve positividade na mesma localizacdo e

intensidade atraves das 2 técnicas (fotos 12 e 13).

Fotos 12 e 13

Imunohistoquimica e Hibridizacao
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in situ PB19 em Mioc. idiopatica
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Fotomicrografias de imunohistoquimica (12) e hibridizac¢ao in situ (13) para PB19 em fragmento
de biopsia endomiocardica de caso de miocardiopatia idiopatica (100x). Positividade em

endotélio.
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5.7 Pesquisa de Microorganismos por Microscopia Ele  tronica

De maneira preliminar, alguns casos com grande expresséo de antigenos de
microorganismos por imunohistoquimica foram avaliados por microscopia
eletronica.

Com base nestas analises iniciais, 0 achado de estruturas virais favorece a
correlagdo com os dados de imunohistoquimica, conforme imagens abaixo,
evidenciando morfologias que podem ser consideradas enterovirus em 1 caso de
doador e em casos de miocardiopatia dilatada idiopatica PB19, Hepatite C,
Hepatite B, HHV6 e borrelia.

Foto 14. Enterovirus em Doador
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Aspecto ultraestrutural de miocérdio de doador com numerosas
particulas sugestivas de enterovirus no citoplasma e interior de
mitocdndrias. A imunohistoquimica havia grande positividade
para enterovirus.
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Tumefaglo endotelial
- -

~ '&: —

Ultraestrutura de miocardio de paciente com
Miocardiopatia Dilatada Idiopatica exibindo tumefagdo
da célula endotelial (acima). Grande aumento dessa
regido, no quadro inferior, revela numerosas particulas
sugestivas de PB19 e Hepatite C. O caso mostrou alta
positividade para antigenos destes agentes.

Foto 16. HHV6 e Hepatite B em Mioc. Idiopatica
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Caso de Idiopatica com alta
positividade de antigenos HHV6 e Hepatite B. O aspecto
ultraestrutural mostra alta positividade de particulas
compativeis com esses virus em células endoteliais (foto) e na
fibra cardiaca.
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Foto 17. Borrelia em Mioc. Idiopatica

: p (B ‘LW 1
Caso de Miocardiopatia Dilatada Idiopatica com alta positividade para
antigenos de Borrelia burgdorferi. A microscopia eletrénica confirmou

a presencga de estruturas onduladas contendo filamentos, sugestivas
de borrelia, no intersticio.

Foto 18. Hepatite C em Mioc. Chagasica
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Caso de paciente com Miocardiopatia Chagasica e alta positividade de
antigenos HCV. O aspecto ultraestrutural mostra alta positividade de
particulas compativeis com esse virus em células endoteliais (foto) e na
fibra cardiaca.
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Foto 19. HHV6 e Borrelia em Mioc. Chagasica

Miocardio de chagésico revelando particulas virais no interior de
mitocOndrias com cristdlise e entre miofilamentos, em &reas de
miocitélise, e forma fusiforme sugestiva de borrelia no intersticio.
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6. Discussao

Que seja do nosso conhecimento, este estudo é pioneiro ao demonstrar em
fragmentos de biopsia endomiocéardica a presenca de virus em miocardiopatia
chagéasica e aumento da expressdo de HLA de classe Il, ICAM-I e do numero de
macrofagos em doadores, tal como nas miocardiopatias. Também encontramos
maior celularidade inflamatéria na doenca de Chagas e elevada frequéncia de
agentes infeciosos nos doadores e nas diferentes miocardiopatias, utilizando

diferentes técnicas de deteccdo de microorganismos.

6.1 Virus na Miocardiopatia Chagasica

Nosso estudo demonstrou, de maneira inédita, a presenca de virus no tecido
miocardico de pacientes com miocardiopatia chagasica.

Na literatura, em relacdo a presenca de microorganismos no tecido
miocéardico de chagasicos, apenas estudo nacional de Higuchi havia demonstrado
a presenca de bactérias*?*. Comparando chagésicos na forma indeterminada e na
forma de miocardiopatia, Higuchi demonstrou a presenca de antigenos de
micoplasma e clamidia no tecido cardiaco, em maior quantidade nos pacientes da
forma indeterminada em comparagéo aos miocardiopatas, e aventou uma hipotese
de simbiose entre microorganismos que poderia ser protetora ou mesmo
patogénica, dependendo da evolucdo de suas préprias interacdes, bem como com
outros microorganismos (arquéia) e o sistema imune'?’. Mais recentemente,
Corréa demonstrou uma associagdo entre a presenca de genoma da bactéria
Bartonella spp no sangue e a miocardiopatia chagasica'?’. A presenca de virus no
tecido miocardico ndo havia sido descrita na miocardiopatia chagasica, porém o
mesmo raciocinio proposto acima poderia ser aplicado aos virus.

Evidéncias sugerem que as interagbes entre microorganismos e entre o
hospedeiro e microorganismos podem ser muito mais complexas!?1#4125
Mutacdes simples do genoma de uma espécie podem promover adaptacdo a outra
espécie estabilizando a relacdo entre elas, provocando alteracdes na natureza
simbiética e afetando a fungdo do meio em que estdo inseridas'?®. As mitocondrias,
por exemplo, sdo endosimbiontes evolutivamente relacionados as bactérias e
recentemente, demonstrou-se que DNA mitocondrial ndo fagocitado causa
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inflamac&o no tecido cardiaco®’. Na pele, nas mucosas e no sistema digestivo a
presenca e interacdo de microorganismos, em contato com o sistema imune,
mantém o equilibrio do ecossistema, controlando o desenvolvimento de
infeccBes’?®.

De uma maneira geral, em nossa casuistica, a expressdo de antigenos
virais, por imunohistoquimica, foi menor nos chagasicos em relacdo as outras
miocardiopatias (havendo significaAncia para HHV6 e HBs, tendéncia para PB19 e
enterovirus), com excecdo ao virus da hepatite C (em que houve semelhangca em
relacdo aos idiopaticos). Pela biologia molecular, para o0s microorganismos
estudados, houve predominio de adenovirus e HHV6 nos doadores em relacdo aos
idiopéticos, sendo o HHV6 o microorganismo mais frequente nos chagésicos. Além
de questdes técnicas inerentes aos métodos, como justificativa para esta diferenca
de resultados, podemos considerar que foram utilizados fragmentos distintos para a
imunohistoquimica e para biologia molecular®.

A alta prevaléncia de agentes infecciosos em nosso estudo, de maneira
indistinta, nos diferentes grupos, pode sugerir que 0S microorganismos nao tenham
papel preponderante no desenvolvimento das miocardiopatias e que seriam apenas
“observadores” ndo patogénicos, no entanto, utilizando como base os achados de
imunohistoquimica aliados ao raciocinio proposto por Higuchi, a diminuicdo ou
aumento de diferentes microorganismos no tecido miocardico poderia denotar um
desequilibrio do ecossistema, sendo assim, um possivel gatilho para o
desenvolvimento da miocardiopatia chagasica e da mesma forma, de outras
miocardiopatias.

A aplicacdo deste conceito de simbiose entre agentes e o hospedeiro na
miocardiopatia dilatada, em especial na doenca de Chagas, abre uma grande

perspectiva de pesquisa.

6.2 Inflamacédo nos Doadores

Nosso estudo, de forma inédita na literatura, realizou analise quantitativa de
células inflamatorias, HLA de classe Il e ICAM-I no tecido miocéardico de doadores
e demonstrou um padrdo inflamatério semelhante aos miocardiopatas, exceto pela

menor intensidade do infiltrado de linfécitos.
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Estudos histolégicos de doadores sdo escassos e descreveram a presenca
de apoptose, necrose em bandas de contracao e pequenos infiltrados inflamatorios

129,130,131. Donoso-

de padrdo mononuclear, incluindo linfécitos e macréfagos
Mantke™ observou em alguns doadores infiltrados celulares de linfocitos e
macréfagos mais expressivos. Entretanto, diferentemente do nosso estudo, a
analise de celularidade foi sempre realizada de maneira qualitativa.

A hip6tese mais aceita para o achado de inflamacgé&o no tecido miocardico de
doadores é a lesdo induzida pela morte encefalica. Esta situacdo clinica €
responsavel por uma série de alteracdes neuro-endodcrinas e hemodinamicas,
especialmente, através da ativacdo intensa do sistema simpatico™®’. A tempestade
adrenérgica, também descrita em outras situagdes como miocardiopatia de Tako-
Tsubo, feocromocitoma e uso de agentes simpatomimeéticos pode levar a lesdo
miocardica, incluindo a infiltracdo de células inflamatorias, podendo comprometer a
funcdo do coracdo tanto antes como apds o transplante'®. Alternativamente, a
presenca de microorganismos poderia ser outro fator para geracdo de inflamacéo,
conforme demonstrado por Donoso-Mantke’®, no entanto, em nosso estudo, como

I** e Kindermman®, a presenca de microorganismos pode

demonstrado por Kih
nao ter correlacado com inflamagéao.

Outra questao que merece ser debatida € a divergéncia entre o infiltrado de
linfécitos e macréfagos nos doadores em relacdo aos miocardiopatas, conforme
demonstrado pela correlacdo limitrofe entre as células. Além do possivel
mecanismo inerente da morte encefalica, caracterizada pelo predominio de
macrofagos em relacdo aos linfécitos, o curto espaco de tempo entre a morte
encefélica e o processo de doacdo poderia ser uma justificativa, uma vez que néo
haveria tempo para uma resposta imune mais especifica, caracterizada pelo
infiltrado linfocitario. Além disso, os protocolos de cuidado de potenciais doadores
com morte encefalica contemplam o uso de corticosteréides em doses elevadas®?,
0 que também poderia influenciar na intensidade do infiltrado linfocitario dos
doadores.

Em relacdo a expressdo de HLA e moléculas de adeséo, em alguns estudos
em transplante renal e hepatico, a comparacdo entre doadores vivos e falecidos

revelou um aumento na expressao de HLA e moléculas de adesao nestes tecidos,
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134135136 evidenciando o papel da morte encefélica na

nos doadores falecidos
ativacdo inflamatéria dos doadores de mdltiplos 6rgdos™**. Estudo em doadores de
coracdo demonstrou aumento da expressdo de DR7, um determinante polimorfico
do locus de classe Il DR, em tecido cardiaco de doadores e no seguimento pés-
transplante cardiaco™®’. Outro estudo demonstrou uma menor expresséo de ICAM
nos doadores, em comparacdo aos fragmentos de biopsias de seguimento pos-
transplante cardiaco™®.

Na literatura, o aumento na expressdo de HLA e moléculas de adesédo no
tecido miocéardico foram demonstrados em diferentes situacbes como na

miocardiopatia  dilatada  idiopatica’®*®®,  pés-transplante  cardiaco'®**,

miocardiopatia isquémica™®® e chagasica®®*!. O interessante em nossa casuistica

€ que os doadores apresentaram perfil semelhante de expressdo de HLA e
moléculas de adesdo em relagdo aos miocardiopatas.

Apesar de nado ter havido em nosso estudo uma correlacdo entre a
celularidade e a expressédo de HLA e moléculas de adesé@o, como demonstrado por
Kuhl** e Noutsias*’, a presenca destes marcadores, de maneira difusa e em todas
as populagdes, sugere que existe inflamacao nos doadores e miocardiopatas desta
casuistica, independentemente da etiologia, a despeito da auséncia de infiltrado
linfocitario ou de macréfagos. A andlise quantitativa por nds empregada e a
guestdo geografica podem justificar as diferencas de resultado em relagdo a
literatura.

Como implicagao clinica, os linfocitos sédo células importantes na imunidade
adquirida, ja os macrofagos tanto na resposta imune inata quanto no
desenvolvimento da imunidade adquirida e, no caso dos coracdes doados'*?'*3
ambas as células podem estar relacionadas ao desenvolvimento de eventos no

132

pos-transplante como a disfuncdo do enxerto™*?, rejeicdo celular***, humoral** e

doenca vascular do enxerto*®. Da mesma forma, a expressdo de moléculas de

138,139,147

adesdo e HLA podem estar associadas ao desenvolvimento de rejeicdo e

doenca vascular do enxerto™,
No Brasil, os resultados do transplante cardiaco sao inferiores na
comparacado com os dados do registro internacional, e dentre as causas aventadas

estdo aspectos relacionados ao doador'*®. Estes achados de infiltracdo de
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macrofagos, expressdo de HLA e ICAM devem ser estudados de maneira mais
aprofundada, em especial sobre os desfechos no seguimento pos-transplante

cardiaco.

6.3- Celularidade inflamatéria na doenga de Chagas e diferentes
miocardiopatias

Na doenca de Chagas € bem estabelecido que a intensidade da inflamacao
esta relacionada ao desenvolvimento da miocardiopatia*®******2, Em nosso estudo,
guando analisamos a celularidade inflamatoria das diferentes etiologias, a
intensidade do infiltrado foi muito maior nos chagasicos, confirmando a natureza

altamente inflamatéria desta miocardiopatia’>

e justificando, do ponto de vista
histopatolégico, a raz&o para que seja a etiologia de pior prognéstico?.

Quando analisamos nossos dados em relacédo a literatura, observamos que
a prevaléncia de inflamacédo celular nos idiopaticos foi semelhante ao estudo
nacional de Montera'®, porém superior aos achados internacionais. Em estudo de
miocardiopatia dilatada idiopatica cronica, Kuh** demonstrou a presenca de
inflamacao por linfocitos T em 8% e por macréfagos em 13% dos casos (acima de
7 céls/mm?). Kindermman®, estudando pacientes com suspeita de miocardite,
observou a presenca de inflamacado por linfécitos T e macréfagos em 50% dos
casos (acima de 14 céls/mm?). Questdes geograficas e o momento evolutivo da
avaliagao podem justificar as diferencas de resultados.

Apesar da auséncia de significancia estatistica em comparacdo aos
doadores, na nossa casuistica, as etiologias consideradas primariamente nao-
inflamatdrias como isquémica e o grupo de outras etiologias (mucopolissacaridose,
hipertensiva, miocéardio ndo-compactado, taquicardiomiopatia, valvar, alcoolica,
pos-quimioterapia) também chamaram atencédo pela presenca de linfocitos e
macréfagos. Como justificativas para este achado, podemos considerar 0 momento
evolutivo da IC desta populacdo, a maioria em uso de drogas vasoativas™ e a
associacdo de inflamagdo piorando a evolugdo da etiologia especifica.
155

Frangogiannis demonstrou a presenca de inflamag¢éo no miocardio hibernado™>, ja

Frustaci descreveu a presenca de miocardite em numero expressivo de pacientes
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com doenca coronaria grave e disfuncéo biventricular’*® e também em pacientes

com miocardiopatia secundéria & hipertenséo arterial sistémica®’.

6.4 Elevada frequéncia de microorganismos nos doado res e nas
miocardiopatias
6.4.1 Parvovirus B19

Em nossa casuistica, a positividade de genoma de PB19 foi expressiva em
todos 0s grupos.

Estudo de Schenck demonstrou a presenca de genoma de PB19 em tecido
cardiaco em mais de 90% dos casos com sorologia positiva®. Em nosso estudo,
ndo foram pesquisadas sorologias, mas na literatura, inclusive nacional, a
positividade sorolégica para PB19 é elevada’.

Da mesma forma que na biologia molecular, a presenca de antigenos de
PB19 no tecido, por imunohistoquimica, foi também expressiva, sem diferenca
entre os grupos. Escher demonstrou uma positividade de PB19 de 80% por
imunohistoquimica, tendo como padréo-ouro a biologia molecular®.

O mecanismo de lesdo cardiaca induzida por este microorganismo ainda é
incerto e parece ter relacdo com o sistema hematopoiético e sua entrada no tecido
cardiaco pelas células endoteliais. Apds a infeccao primaria, seu DNA persiste nos
tecidos como uma molécula intacta sem mutacdes e com um mecanismo de
armazenamento com capacidade de longa persisténcia'>®. Em nossa casuistica a
positividade de antigenos deste microorganismo ocorreu nas células endoteliais,
inflamatorias e também nas fibras cardiacas.

A presenca do PB19 de forma indistinta nos diferentes grupos parece tornar
improvavel sua relacdo com o desenvolvimento de miocardiopatia em nossa
casuistica, porém a complexidade desta questdo parece maior e € motivo de
debate. Dennert demonstrou que a quantificacdo de cépias do PB19 pode trazer
uma luz para esta discussdo. Grupo de pacientes com miocardiopatia dilatada
idiopatica e maior numero de copias de PB19, em comparacdo a grupo controle
sem cardiopatia e numero menor de copias, apresentou melhora de funcéo
ventricular com o uso de imunoglobulina®. Em outro estudo de pacientes com

miocardiopatia relacionada a doencas inflamatérias o niumero de copias de PB19
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foi menor, em comparacao aos individuos com miocardiopatia dilatada idiopatica®®.
Ja4 Moimas nao observou esta diferenca no nimero de cépias em miocardiopatas e
grupo controle'®. De maneira inicial, a técnica de hibridizac&o in situ confirmou os
achados de imunohistoquimica e a microscopia eletrdnica também demonstrou a
presenca de estruturas virais sugestivas de PB19.

Mais estudos sdo necessarios para que se estabeleca o real papel deste

agente no desenvolvimento de miocardiopatia.

6.4.2 Enterovirus

Com base em nossos achados de imunohistoquimica a relacdo entre o
desenvolvimento de miocardiopatia e a presenca de enterovirus ndo se mostra
evidente. Na literatura, entretanto, encontramos algumas divergéncias em relagéo
aos nossos dados. Andréoletti realizou varios estudos envolvendo a pesquisa de
enterovirus em miocardiopatias incluindo anélise por imunohistoquimica e também
biologia molecular. Na maior casuistica incluindo miocardiopatia dilatada idiopatica,
miocardiopatia isquémica e doadores de transplante cardiaco sem evidéncia de
cardiopatia'®, diferentemente do encontrado em nosso estudo, nenhum doador
apresentou positividade para antigeno de enterovirus; em 35,7% dos idiopéticos e
32,8% dos isquémicos havia evidéncia de enterovirus por imunohistoquimica ou
biologia molecular. Em outro estudo, que avaliou cora¢gbes doados para transplante
e 0 seguimento pés-transplante cardiaco’®?, também em dissonancia aos nossos
achados, ndo observou positividade de enterovirus em nenhum doador utilizado.
Li%* e Zhang®* demonstraram, por imunohistoquimica, a presenca de enterovirus no
miocéardio de pacientes com miocardite e miocardiopatia dilatada idopética. No
primeiro, ndo houve positividade no grupo controle, constituido de falecidos por
trauma, contra 75% de positividade para enterovirus nos idiopéticos e 81,8% na
miocardite; no segundo estudo, 8,1% dos doadores de transplante apresentaram
positividade para o antigeno de enterovirus no miocardio contra 52,8% dos
pacientes com miocardite ou miocardiopatia dilatada idiopética.

Diferencas técnicas, geograficas e temporais podem justificar os achados
conflitantes em relacdo a literatura'®*®*. Em nossa casuistica a avaliagdo por

imunohistoquimica ndo envolveu um grupo controle com tecido miocéardico
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sabidamente negativo, foi realizada de maneira quantitativa, estudou uma série de
microorganismos e nado se buscou a determinacdo de positividade em nivel
individual, mas sim a comparacdao entre os doadores e as diferentes
miocardiopatias. Estudo de Klingel reportou reacdo cruzada inespecifica, em
células miocardicas, do anticorpo utilizado em nosso estudo em um caso de
miocardiopatia dilatada’®®>. No entanto, em nossa casuistica, apesar de termos
apresentado em cada grupo um valor de mediana de expressao de antigenos para
enterovirus, ocorreu uma grande variacdo interquartil, reforcando assim a
especificidade do anticorpo.

Por questdes técnicas relacionadas a limitagdo de amostras e dificuldade
para padronizacdo da pesquisa por biologia molecular de virus de RNA, nao foi
possivel a pesquisa por PCR de enterovirus em nossa casuistica. No entanto, a
analise inicial pela microscopia eletrénica parece corroborar os achados de
imunohistoquimica.

Os enterovirus constituem um género da familia picornavirus com grande
variabilidade genética, incluindo 10 espécies diferentes e mais de 250 sorotipos.
Assim, apesar da mesma raiz gendmica, apresentam enorme diversidade
fenotipica e dessa forma, cepas com diferentes capacidades patogénicas*®®.

Para justificar a presenca de enterovirus em grande quantidade nos
doadores, o estresse hemodindmico e metabdlico gerado pela morte encefalica
poderia favorecer uma alteragdo na homeostase do sistema digestivo culminando
em translocacdo de microorganismos*®’*%®,

O impacto deste achado sobre os doadores deve ser estudado com mais
profundidade, levando-se em consideracéo a evolugéo apos transplante.

6.4.3 Hepatites Be C

A maior frequéncia de antigenos de hepatite C e de superficie de hepatite B
nos miocardiopatas, em especial nos idiopéaticos em relacdo aos doadores, suscita
a possibilidade de uma relagcdo causal entre estes microorganismos e a
miocardiopatia dilatada idiopatica nesta populacdo. Na literatura, Frustaci
demonstrou a presenca de antigenos de hepatite C no tecido miocardico em uma

série de 3 pacientes com sorologia positiva e IC**°. Matsumori, em alguns estudos
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na populacdo japonesa'’®!"*!"? demonstrou uma maior frequéncia de virus da
hepatite C em pacientes com miocardiopatia dilatada e cardiomiopatia hipertréfica,

porém, outra casuistica ndo obteve o mesmo resultado'’®

, sugerindo assim a
possibilidade de uma influéncia geografica ou técnica para estes achados.

A pesquisa de hepatite B em miocardiopatias ndo € habitual. Entretanto,
estudo de Rong*”* demonstrou a possibilidade de acometimento de tecidos extra-
cardiacos, incluindo o coracdo, mediante células progenitoras infectadas com o
virus da hepatite B. Relato de caso de Ursell'”> demonstrou por imunohistoquimica
a presenca de antigeno de superficie de hepatite B em vasos intramiocardicos em
paciente que apresentou hepatite fulminante e faleceu em decorréncia a infeccéo
pelo virus da hepatite B.

Em nossa casuistica, apesar da presenca de antigenos de virus das
hepatites B e C no miocardio, em nenhum dos casos havia sorologia positiva para
estas hepatites. Estudo de Mahfoud'”® demonstrou uma baixa sensibilidade das
sorologias virais tendo como padrdo-ouro a pesquisa destes agentes por biologia
molecular no tecido miocéardico, porém, neste estudo ndo foram pesquisadas
hepatites. Como néo utilizamos grupo controle sabidamente negativo ndo se pode
afastar a possibilidade de reacgbes falso-positivas. No entanto, os achados
preliminares de microscopia eletronica demonstram a presenca de estruturas virais
gue podem ser compativeis com as informacdes obtidas pela imunohistoquimica.

Por questdes técnicas relacionadas a limitagdo de amostras e dificuldade
para padronizacdo da pesquisa por biologia molecular de virus de RNA (hepatite

C), nédo foi possivel a pesquisa por PCR de hepatite B e C em nossa casuistica.

6.4.4 - Borrelia

O achado de maior expressdo de antigeno de borrelia nos idiopéaticos em
relacdo aos doadores abre um questionamento sobre a possibilidade do
envolvimento deste microorganismo na patogénese da miocardiopatia idiopatica
em nossa casuistica. Apenas Bartunek demonstrou, em um caso na literatura, a
presenca de antigeno de borrelia em tecido miocardico'’’. Mesmo por biologia
molecular as informacdes na literatura sdo escassas. Palecek em uma série de 39

casos de miocardiopatia dilatada idiopatica, na Republica Tcheca, observou a
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presenca de genoma de borrelia em 8 deles, ndo havendo correlagdo com
sorologia e ocorreu melhora da fungdo ventricular com antibioticoterapia®.
Leeuw'’® estudou uma série de parasitas e bactérias como agentes potencialmente
envolvidos no desenvolvimento de miocardiopatia dilatada, incluindo borrelia,
porém nao observou tais microorganismos no tecido miocardico.

A doenca de Lyme é uma zoonose frequente no hemisfério norte, transmitida
por carrapatos e causada pela espiroqueta Borrelia burgdorferi, porém, apesar
deste microorganismo néo ter sido demonstrado no Brasil, uma forma atipica e
latente da espiroqueta produzindo sintomas semelhantes foi descrita por

Yoshinarit’®18°

e pode estar relacionada aos nossos resultados. Por biologia
molecular, houve positividade para Borrelia burgdorferi em apenas 1 de nossos
casos de miocardiopatia idiopatica. Esta discrepancia entre os achados de
antigeno por imunohistoquimica e sequéncia génica da bactéria por biologia
molecular reforca a possibilidade de que sejam microorganismos geneticamente
distintos com semelhancas estruturais. A andlise inicial de microscopia eletrénica
demonstrou a presenca de estruturas sugestivas de borrelia, sugerindo a

confirmacao dos achados de imunohistoquimica.

6.4.5 Clamidia e Micoplasma

Em relacdo aos antigenos de clamidia e micoplasma ndo houve diferenca
entre doadores e miocardiopatas por ambas as técnicas. A presenca destes
agentes, no entanto, pode denotar outros aspectos mais complexos envolvendo
microorganismos.

As clamidias sdo um grupo de patdégenos intracelulares obrigatorios que se
replicam em células eucariontes. Song®®, por sorologia, descreveu a possibilidade
de associagdo entre miocardiopatia dilatada idiopética e clamidia. Bachmaier, em
estudo experimental com ratos, demonstrou haver uma semelhanca genética entre
uma proteina de membrana externa da clamidia com peptideos da cadeia pesada
da a-miosina; a inoculagdo desta proteina de membrana da bactéria promove a
producdo de autoanticorpos dirigidos contra a cadeia pesada da a-miosina levando

181

a lesdo miocardica"". Wang, em estudo experimental, demonstrou a associacao

entre os diferentes tipos de clamidia e infeccdo miocardica®®?.
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Davydova® demonstrou por imunohistoquimica a presenca de antigenos de
clamidia no tecido miocéardico e sua boa correlacdo com sorologia, porém,
auséncia de correlacdo com a pesquisa por biologia molecular. Estudo grego
recente, em pacientes com miocardite, descreveu a presenca de genoma de
clamidia no tecido miocardico, por biologia molecular, em 23 de 50 pacientes
estudados’®,

Alguns relatos de casos sugerem a associacao de micoplasma com o
desenvolvimento de lesdo miocardica®®*®*. Os micoplasmas s&o um grupo de
microorganismos com as menores dimensdes que ainda mantém a capacidade de
auto-replicacdo™®®. Em nossa casuistica, apesar da auséncia de significancia
estatistica, nos isquémicos e no conjunto das outras etiologias, houve positividade
de micoplasma em pelo menos 50% dos casos, e em nenhum caso houve
positividade para clamidia. Higuchi demonstrou a presenca de clamidia e
micoplasma no tecido miocardico de chagéasicos, conforme discussdo prévia, e,
além disso, descreveu a presenca de ambas as bactérias em placas
ateroscleréticas relacionadas a isquemia coronariana aguda'®. O papel destes
microorganismos nas miocardiopatias precisa ser estudado com mais

profundidade.

6.4.6 A relacdo causal entre a presenca de microorg anismos no tecido
miocérdico e 0 desenvolvimento de miocardiopatia

Em nossa casuistica, o achado frequente de microorganimos nos doadores
e nas diferentes miocardiopatias parece tornar improvavel a relacdo causal entre a
presenca de microorganismo e o desenvolvimento de miocardiopatia.

Na literatura, diversos estudos corroboram este raciocinio. Donoso-Mantke
descreveu a presenca de genoma viral em 47% dos coracdes explantados de
diferentes etiologias e em 60% dos doadores’®. Analisando tecido cardiaco em
autopsias de individuos sem miocardiopatia, Schenk observou a presenca de
genoma de PB19 em 46 de 48 casos com sorologia positiva para PB19 e em
nenhum de 21 casos com sorologia negativa®®. Moimas, em estudo recente com
técnica de PCR real time, observou a presenca de PB19 em 38% dos pacientes

com miocardiopatia dilatada idiopatica e 40% de pacientes cirdrgicos valvares e
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isquémicos™®. Por outro lado, modelos animais e estudos clinicos sustentam esta
associacdo. Aspectos técnicos, geograficos e temporais podem influenciar e
reforgar as diferencas de resultados.

Em nossa casuistica, a porcentagem de positividade para os agentes
infecciosos no tecido miocéardico foi superior aos resultados da literatura. Pela
técnica de biologia molecular a sensibilidade de deteccdo de genomas especificos
é muito elevada e o percentual de falso-positividade pode variar entre 9 e 57%"%".
Envolve todo o processo de manipulagdo do material, incluindo reagentes, frascos,
meios de conservacdo, ambiente da coleta e da manipulacdo do material,
qualidade do controle positivo e negativo™®’. Em nossa casuistica ndo foi utilizada
técnica de nested PCR que pode reduzir a probabilidade de falso-positivo por
aumentar a especificidade da reac&o™®®. No entanto, em consonancia aos achados
de biologia molecular, as andlises por imunohistoquimica, hibridizagédo in situ e
microscopia eletrbnica também demonstraram uma elevada frequéncia de
microorganismos. Apesar de ter ocorrido diferenca nos achados de um mesmo
microorganismo por imunohistoquimica e biologia molecular, como no caso de
adenovirus, a utilizagdo de fragmentos distintos para cada método pode justificar
esta diferenca, ja que a presenca do microorganismo no tecido miocardico pode ter
carater focal®®. Além disso, as particularidades das técnicas também podem
justificar esta discrepancia. Uma vez que a sensibilidade da biologia molecular
convencional é muito elevada, uma pequena quantidade do genoma do agente
pode significar positividade, ja pela imunohistoquimica, quanto maior a quantidade
de proteina especifica do agente, mais evidente a reacéao.

Em relacdo a questdo geografica, em estudo alemdo de prevaléncia de
agentes infecciosos, a positividade de genoma viral foi de 70% com predominio de
PB19 e HHV63 em contrapartida, estudo norte-americano demonstrou genoma
viral em 38% dos casos com predominio de enterovirus e adenovirus®®. No Brasil, 0
estudo de Montera, que n&o envolveu grupo controle sem evidéncia de cardiopatia,
observou positividade de genoma viral em apenas 20% de 159 pacientes com

105.

miocardiopatia dilatada idiopatica (PB19 e adenovirus foram os mais frequentes)>;
Em pediatria, Camargo encontrou positividade para CMV, herpes simplex | e II,
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adenovirus e enterovirus em 40% dos casos, independentemente da presenca de
inflamacao pelos critérios de Dallas*®.

Estudo de Kiihl*® demonstrou que a persisténcia viral foi preponderante na
evolucdo para miocardiopatia, j4 Kindermman® e Kuethe'®® demonstraram nao
haver valor progndstico para a presenga de microorganismos nos pacientes com
disfuncédo miocéardica. Uma das diferencas entre os estudos, além do método, foi o
momento da avaliacdo. No primeiro estudo a pesquisa incluiu pacientes com mais
de 6 meses de historia de IC, ja nos outros 0s pacientes apresentavam menos
tempo de historia. Nossa casuistica teve predominantemente pacientes acima de 6
meses de evolucdo, e boa parte em estagio final de IC e que inclusive foram
transplantados, ndo sendo possivel uma avaliacdo prognostica da presenca destes

agentes infecciosos.

6.4.7 Agentes infecciosos no miocardio de doadores

Da mesma forma que se pergunta sobre o real papel da presenca de
agentes infecciosos nos miocardiopatas, os achados de microorganismos no tecido
miocéardico de doadores trazem a tona a discussao sobre o papel destes agentes
na evolugdo poés-transplante cardiaco. Como referido anteriormente, no Brasil, 0s
resultados do transplante cardiaco séo inferiores em relacdo aos dados
internacionais, e dentre as causas aventadas estdo aspectos relacionados ao
doador. O uso de imunossupressdo no poés-transplante poderia favorecer a
proliferagdo de microorganismos pré-existentes, comprometendo o enxerto na
evolucao.

Em nossa casuistica, genoma viral de adenovirus, PB19 e HHV6 foram
muito frequentes nos doadores, inclusive em associacdo. Houve diferenca com
significancia estatistica de HHV6 e adenovirus nos doadores em comparacao aos
miocardiopatas. Por imunohistoquimica, houve predominio de enterovirus nos
doadores.

Na literatura, em transplante cardiaco pediatrico, Shirali observou que a
presenca de genoma viral no tecido miocardico do enxerto esteve relacionada a
uma pior evolugdo em relacdo a disfuncdo e doenca vascular, em especial, na

presenca de adenovirus’®®. PB19 como agente de miocardite pés-transplante
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também foi descrito’®®. Estudo nacional de doadores de figado demonstrou uma
positividade de HHV6 no tecido hepético de 36,6%"%"; j4 em transplante renal uma
positividade de HHV6 em sorologia de 54,8% com aumento de incidéncia de
infeccdo por fungos e bactérias no seguimento pos-transplante. Este virus é um co-
fator de outros microorganismos, especialmente em imunossuprimidos®. Em
doadores de transplante cardiaco, a prevaléncia e o impacto da presenca do HHV6
ndo foram descritos previamente.

Nossos achados iniciais necessitam estudos mais aprofundados, em
especial no seguimento pos-transplante, para melhor esclarecimento do papel de

agentes infecciosos no tecido miocéardico de doadores.

6.4.8 Consideracdes sobre as técnicas de deteccdod e microorganismos

Utilizamos 4 técnicas distintas para deteccdo de microorganimos em tecido
miocéardico de doadores e de diferentes miocardiopatias. Dessa forma, agregando
as vantagens e limitacbes de cada técnica, foi possivel interpretar com mais
profundidade as dificuldades existentes nesta area do conhecimento.

A imunohistoquimica, detectando a estrutura protéica dos microorganismos,
tem a vantagem de tornar possivel visualizar a localizacdo e quantificacdo de
antigenos no tecido. Tem a desvantagem de ndo ser tdo especifica, podendo
apresentar reagdo cruzada com outras estruturas e background, sendo
fundamental a utilizacéo de controles positivos e negativos'®. A hibridizacao in situ
€ mais especifica e detecta a presenca do genoma no tecido. No presente trabalho
realizamos em casos de alta positividade de antigenos para PB19 a reacao de
hibridizagdo in situ que mostrou positividade semelhante tanto em localizacao
guanto em quantidade. Assim, com estes resultados preliminares sugerindo a
confirmacado da imunohistoquimica pela hibridizacao in situ, pretendemos no futuro
a continuacao desta pesquisa com novas sondas apropriadas para cada um dos
microorganismos estudados pela imunohistoquimica, testando assim sua
especificidade.

A técnica de biologia molecular, PCR convencional, detectando positividade
ou negatividade de uma determinada sequéncia gendmica de microorganismo, tem

como vantagem a alta sensibilidade, porém n&o fornece quantidade de agentes,
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gue é possivel apenas com a técnica de PCR real time. A maioria dos trabalhos da
literatura para deteccdo de microorganismos na miocardiopatia dilatada tem
utilizado a PCR convencional, que na area de agentes infecciosos pode ndo ser o
melhor método. Muitas vezes, 0S microorganismos podem permanecer no
hospedeiro por muito tempo, de forma quiescente, ndo sendo causadores de lesdo
tecidual e isto pode tornar o resultado conflitante, induzindo a erro de
interpretacéo’®**%*. Nas hepatites virais e HIV o conhecimento da carga viral tem
sido fundamental para o progndstico da doenca, determinando o grau de viruléncia,
indicacbes e resposta ao tratamento’®!°®. No entanto, a padronizacéo para 0 uso
da PCR real time depende de um trabalho exaustivo de reconhecimento do primer
exato para deteccdo e quantificacdo do tipo de microorganismo presente na leséo e
gue usualmente apresentam diferentes sequéncias gendmicas, dependendo da
cepa, como no caso dos enterovirus*®®,

A microscopia eletrénica foi o0 método que originou a descoberta dos virus e
faz parte da rotina diagnodstica de muitas doencas tipicamente virais. No entanto,
existe uma limitacdo do método quando a quantidade de microorganismo €
pequena, além disso, o tempo consumido tanto no preparo das amostras quanto na
procura pelo observador de formas compativeis com microorganismos, fez com
gue a técnica entrasse em desuso, sendo progressivamente substituida pela
biologia molecular. Apesar disso, a microscopia eletrbnica continua sendo padrao-
ouro para deteccdo de grande quantidade de microorganismos, pois a presenca
dos mesmos ndo tem contestacdo de falso-positividade que os outros métodos
podem apresentar. No presente trabalho, de maneira preliminar, utilizamos a
microscopia eletrdnica para avaliar o grau de confiabilidade da reacdo de
imunohistoquimica. Fizemos a pesquisa pela microscopia eletrbnica, de alguns
casos intensamente positivos para os virus que foram significativamente diferentes,
em quantidade, entre doadores e miocardiopatias. A microscopia eletronica
demonstrou que o0s casos com intensa positividade de antigenos pela
imunohistoquimica, apresentaram também grande quantidade de formas
sugestivas de virus, tornando-se assim, de maneira preliminar um método
diagnéstico potencialmente Util para reforcar as demais técnicas. Outra vantagem

da microscopia eletronica € a sua capacidade de direcionar a pesquisa por outras

104



técnicas. Assim, a detecgdo de virus entre 20 e 25 nm agrupa PB19, hepatite B e
enterovirus, ja virus maiores entre 40 e 100 nm, hepatite C, HHV6 e adenovirus.

Em nossa casuistica, a positividade de genoma de adenovirus para
doadores foi elevada pela biologia molecular, porém a expressdo de antigenos
muito baixa pela imunohistoquimica. Com a microscopia eletrbnica, ndo se
observou a presenca de estruturas virais sugestivas de adenovirus, reforgcando
preliminarmente os achados da imunohistoquimica. Neste contexto, a PCR real
time poderia ser util, questionando assim o valor da positividade da PCR
convencional.

Com base nestes dados iniciais interessantes, nossa intencdo é de dar
prosseguimento ao estudo desta casuistica com a microscopia eletrbnica. Além
disso, buscar a padronizacdo da PCR real time para os diferentes

microorganismos.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

Trata-se de um estudo unicéntrico, com amostra reduzida, apesar de ter
utilizado grupo controle e incluido outras etiologias, além da miocardiopatia dilatada
idiopatica.

A dificuldade para incluséo de pacientes, em especial idiopéticos, visando a
realizacao de biopsia endomiocardica, proporciona um viés de selecdo, nao sendo
possivel estabelecer prevaléncia de agentes infecciosos nesta casuistica. No
entanto, mesmo grandes estudos apresentam dificuldades para inclusdo de
pacientes.

O grupo controle constituido por doadores de transplante cardiaco foi
considerado sem cardiopatia estrutural, porém algumas ressalvas sdo importantes.
A avaliacdo realizada pela equipe de transplante cardiaco no momento da
captacao do 6rgédo, visando afastar comprometimento anatébmico e funcional do
coracdo, € subjetiva e leva em consideracdo dados clinicos, hemodinamicos,
antecedentes, eletrocardiograma, radiografia de térax e exames laboratoriais, ndo
sendo utilizados métodos objetivos como ecocardiograma e
cineagiocoronariografia. Além disso, a tempestade adrenérgica relacionada a morte
encefalica pode comprometer a funcdo cardiaca e levar a alteracdes
histopatoldgicas. Entretanto, o material obtido dos doadores pode ser considerado
0 mais proximo da normalidade uma vez que no Brasil, de maneira geral, os
doadores sao jovens, com poucas comorbidades.

A andlise por imunohistoquimica de inflamacao e de agentes infecciosos foi
realizada de forma quantitativa, porém dada a auséncia de grupo controle
sabidamente negativo, esta avaliacdo pode ter limitacdo. Apesar disso, a
variabilidade dos resultados de imunohistoquimica para cada parametro, nos
diferentes grupos, minimiza a possibilidade de falso-positividade, e também, os
achados preliminares de hibridizagdo in situ e microscopia eletrbnica parecem
reforcar os resultados da imunohistoquimica.

Devido a dificuldade para padronizacdo da pesquisa de virus de RNA por
biologia molecular e a escassez de material disponivel frente a grande quantidade

de reacdes por diferentes técnicas, ndo foram estudados simultaneamente por

107



biologia molecular e imunohistoquimica, microorganismos potencialmente
envolvidos na patogénese da miocardiopatia dilatada como os enterovirus, herpes
simplex 1,2 e os virus das hepatites B e C (estudados apenas por
imunohistoquimica), citomegalovirus (estudados apenas por biologia molecular).
Entretanto, a escassez € inerente a limitacdo de fragmentos de miocardio obtidos
por biopsia endomiocérdica.

Por ser uma analise preliminar, ndo incluindo todos os casos, 0s resultados
de hibridizagdo in situ para PB19 e de microscopia eletronica devem ser avaliados
com cautela, no entanto, as correlagbes iniciais com o0s achados de

imunohistoquimica s&o auspiciosas.
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Conclusao
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8. CONCLUSAO
A presenca de inflamagdo e de agentes infecciosos no miocéardio de

pacientes com miocardiopatia dilatada idiopatica é frequente, e da mesma forma,

em doadores de transplante cardiaco e miocardiopatias de outras etiologias.
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Implicacao
Clinica
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9. IMPLICACAO CLINICA

Com base nos resultados deste estudo a relacdo causal entre a presenca de
agentes infecciosos no tecido cardiaco e o desenvolvimento de miocardiopatia
torna-se polémica. Novos estudos envolvendo a quantificacdo de coOpias de
microorganismos,  utilizacdo de diferentes técnicas  simultaneamente,
sequenciamento de cepas patogénicas, simbiose entre agentes e o hospedeiro,
producdo de autoanticorpos mediada por microorganismos e predisposicao
genética do hospedeiro devem ser realizados visando estabelecer o real papel de
agentes infecciosos no desenvolvimento das miocardiopatias. Os achados de
inflamacao e microorganismos, em doadores de coracao, devem ser estudados em

relacdo a evolugdo pos-transplante cardiaco.
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HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE Lottt sttt tee e te e st e ateee £eesseesteesaeeasaeaneeenneeaneeenneenes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : ... SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ........ [ ...
ENDEREGCO ... NO L, APTO: ...,
BAIRRO: oo CIDADE......oiiieei s
(01 =1 = F TELEFONE: DDD (........... ) e
2.RESPONSAVEL LEGAL ..ottt ettt st ettt et es et
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ......cceeviiiviiieireereriiiiiirieeee e s sneninneeeeens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......coiviiiiiiiiiiiieeeeeceeee SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... - l.....
ENDEREGQGO: ...ttt NO ... APTO: i,
BAIRRO: ...ttt ae e e (115 7Y B
CEP: e TELEFONE: DDD ...ttt et ee e e ae e e e e e e s

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.  TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

AGENTES INFECCIOSOS EM MIOCARDIO DE PACIENTES COM MIOCARDIOPATIA DILATADA.

2. PESQUISADOR: Sandrigo Mangini
3. CARGO: Médico INBICAO CONSELHO REGIONAL N° 101951
4. UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Insuficiéncia Ca#iee Transplante

Cardiaco do InCor HCFMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO RISCO MEDIO
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 4 anos

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNAN DO:
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1. Justificativa e os objetivos da pesquisa.

Estamos avaliando pacientes que, como o(a) senhor(a), sdo portadores de
insuficiéncia cardiaca e para 0s quais estd sendo avaliado o transplante de
coracao, pois o tratamento com medicamentos chegou ao limite.

Nossa pesquisa € baseada nos resultados de estudos recentes que mostraram
gue microorganismos (virus ou bactérias) podem ser encontrados no musculo do
coracdo de alguns pacientes com a doenca semelhante a do(a) senhor(a). Estes
estudos indicam que a presenca destes microorganismos pode ser prejudicial.
Além disso, h& indicios que o tratamento destes microorganismos com antibiéticos
pode levar a melhora da falta de ar e melhora do funcionamento do coracdo
guando estes microorganismos sdo eliminados. Apesar dos resultados serem
promissores, 0s estudos existentes até 0 momento sao iniciais e ndo deram ainda
uma resposta definitiva a esta questao.

Por isso, pretendemos estudar a importancia de microorganismos existentes no
coracdo de pacientes com doenca cardiaca semelhante a do(a) senhor(a), para os
quais o transplante cardiaco foi considerado. Queremos saber se tais
microorganismos existem realmente, quais sdo estes microorganismos e se eles

tém alguma importancia ou ndo para os pacientes.

2. Procedimentos que seréo utilizados e propositos , incluindo a identificacéo
dos procedimentos que séo experimentais.

O senhor(a) passara por uma avaliacdo do seu estado de saude e do
funcionamento do coragdo antes e apés a realizacdo do estudo. Esta avaliagdo
incluira: consulta médica, realizacdo de exames de sangue, eletrocardiograma,
ecocardiograma (ultrassom do coracdo) e teste ergométrico (teste de esteira).
Estes exames sdo 0os mesmos que sao feitos de rotina para sua avaliagdo para
transplante de coracéo.

Também serd realizada uma bidpsia do coracdo. Como néo foi estabelecida

causa para explicar sua doenca, este procedimento poderd ajudar a esclarecer
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esta duvida, podera estimar a gravidade da doenca e podera orientar outros
tratamentos (além do que o senhor(a) ja vem recebendo). Na biopsia sao retirados
pequenos fragmentos do coracao; parte dos fragmentos obtidos ser& utilizada no
nosso estudo para se pesquisar a existéncia tanto de inflamag&o no coragdo, como
de microorganismos (virus e bactérias). Outras doengas como sarcoidose,
amiloidose, hemocromatose, entre outras poderdo ser diagnosticadas com a
biopsia.

De acordo com os resultados obtidos pela biépsia e havendo disponibilidade de
medicacdes especificas podera ser proposto outro tratamento associado ao que o
senhor(a) ja& vem recebendo. As possibilidades de medicacdo incluem
antiinflamatorios/imunossupressores (prednisona, mofetil, azatioprina), interferon,
antibioticos (azitromicina) ou placebo (pilulas semelhantes aos medicamentos, mas
sem nenhum efeito sobre o organismo humano - servindo como grupo de controle).
A divisdo entre os grupos sera feita por sorteio.

Caso o senhor(a) receba algum destes tratamentos, sera necessario realizar
uma nova bidpsia ao final, para que se possa comprovar que o tratamento foi

eficaz, ou nao.

3. Desconfortos e riscos esperados.

Os desconfortos e riscos existentes sao considerados baixos e se devem
principalmente a realizacdo da bidpsia e as medica¢des que poderao ser utilizadas.

Biopsia

A bidpsia pode ser feita em pacientes que estdo em avaliagcdo para receberem
transplante de coracdo. O objetivo é ter certeza de que existe seguranca para a
realizacdo do transplante (dependendo da causa pode haver contra-indicagéo) e de
gue todas as formas possiveis de tratamento foram feitas antes do transplante.
Além disto, durante a biopsia, sdo feitas medidas de pressbes de dentro do
coracdo e dos pulmdes, que também sdo muito importantes para se saber se o
transplante pode ser feito com seguranca. A biopsia & feita por um cirurgido

cardiaco com experiéncia, através de uma veia do pescoco. Apesar de ser segura,
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podem ocorrer complicacdes durante a bidpsia. Estudos demonstram risco de
complicacdes da ordem de 1 a 6%, com mortalidade de 0,03%.

As complicagbes mais comuns sdo a formacéo de hematoma (mancha roxa) no
local onde € pega a veia no pescogco e 0 aparecimento de arritmias transitorias
enquanto é feita a bidpsia. Estas ocorréncias ndo necessitam de tratamento
especifico ou de internagédo. Apesar de raras, complicagdes graves podem ocorrer,
as vezes com necessidade de internacao, e incluem lesdo de artéria do pescoco
(cardtida), lesdo do pulméo (pneumotodrax), arritmias, lesdo da valvula do coracdo
e perfuracdo do coracdo. A perfuracdo do coracao, apesar de rara, € a complicagédo
mais grave, pois ha risco de vida. Sempre € necessaria internacdo em UTI e pode

ser necessaria operacgao cardiaca para se corrigir a leséo.

Medicamentos

Dependendo do resultado encontrado na bidpsia e da disponibilidade dos
medicamentos, o senhor podera receber um dos tratamentos abaixo ou outros que
poderdo ser desenvolvidos. N&do € possivel saber previamente qual deles o senhor
podera vir a tomar. Eles NAO PODEM ser usados em mulheres gravidas, que
pretendam engravidar, ou que estejam amamentando. As medicacdes e seus
efeitos colaterais séo:

Interferon — é uma medicacdo j4 usada rotineiramente para tratar infec¢oes
como a hepatite C. E administrada por inje¢do subcutianea (abaixo da pele) uma
vez por semana. No inicio do tratamento sdo comuns sintomas semelhantes aos de
uma gripe: mal estar, indisposicao, dor pelo corpo e febre baixa. Este sintomas séo
transitorios e tendem a melhorar com o passar do tratamento. Podem ocorrer
reacbes no local da injecdo como vermelhiddo e inchaco, que costumam
desaparecer com o passar do tratamento.

Ocasionalmente podem ocorrer nauseas e vomitos e raramente foi relatada
perda de cabelos. Raramente ocorre ansiedade, depresséo, falta de ar, dor no
peito, taquicardia e inflamagdo do pancreas. E necessario o controle através de
exames de sangue periodicamente.

Prednisona — E uma medicac&o usada habitualmente para tratar uma série de

doencas inflamatérias e algumas infeccdes. E uma das medicacdes que serdo
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usadas apoés o transplante de coracdo. Pode levar a aumento da presséao arterial,
do acglcar no sangue, aumento do peso, surgimento de acnes e estrias, maior risco
de infeccbes. Esses efeitos sdo transitérios e regridem com a suspensdo do
remédio.

Mofetil / Azatioprina - em geral sdo medicac6es bem toleradas, tomadas por
boca. S&do também usadas apos o transplante de coracdo. No inicio do tratamento
pode haver empachamento, nauseas e diarréia. Pode reduzir o numero de glébulos
brancos no sangue e aumentar o risco de infec¢des, por isso exames serdo feitos
periodicamente.

Azitromicina — é um antibidtico usado freqiientemente para tratar sinusites e
pneumonias, e em geral € medicacdo bem tolerada. O seu uso pode causar dor de

estdbmago, empachamento, nauseas, diarréia e arritmias.

4. Beneficios que poderao ser obtidos.

Os resultados da biépsia poderdo dar informagéo sobre a causa de sua doenca
do coragdo e desta maneira auxiliar na estimativa de seu risco (inclusive
fortalecendo a necessidade de transplante) e orientar tratamentos além dos quais o
senhor(@a) j& vem recebendo. Caso haja disponibilidade das medicagbes
mencionadas acima, de acordo com o resultado da bidpsia (como demonstram
estudos anteriores), pode ocorrer melhora do funcionamento do seu coragéo,
aumento da resisténcia fisica e melhora da falta de ar. Tais estudos ndo mostraram

piora dos pacientes com estes tratamentos.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantaj 0SOS para o
individuo.
Assim como o(a) senhor(a), todos os pacientes incluidos no estudo estardo
em avaliacdo para transplante cardiaco, podendo inclusive j4 estar na fila. A
participacdo no estudo ndo ira interferir de nenhuma maneira na decisdo de
realizar-se ou ndo o transplante, nem na rapidez com que o transplante sera
realizado. O(a) senhor(a) continuara a receber todo o tratamento recomendado

para a sua doenca durante o periodo do estudo.

118



IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS

DO SUJEITO DA PESQUISA:

Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

O pacientes e seus representantes terdo a qualquer tempo do estudo e
mesmo apos sua realizacdo acesso a plenas informacgdes sobre procedimentos
gue serdo realizados, bem como o0s riscos e beneficios relacionados a
pesquisa.

Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

A qualquer momento e sem prévio aviso 0 paciente ou seu representante
poderdo se retirar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo ao seu
tratamento, incluindo o transplante cardiaco, continuando a ter pleno acesso a
assisténcia a sua saude.

Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Todas as informacbes obtidas com este estudo serdo guardadas
confidencialmente, com sigilo e privacidade, de acordo com o cédigo de ética
meédica.

Dsponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

Na eventualidade danos a sua saude decorrentes da pesquisa, 0S
pacientes receberdo assiténcia no Hospital das Clincias da Faculdade de
Medicina da USP

Viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

N&o existem indenizacdes por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.
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V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES
ADVERSAS.

Prof. Dr. Edimar Alcides Bocchi

Dr. Sandrigo Mangini

Rua Dr. Eneas de Carvalho Aguiar 44, 1° andar, Laboratério de
Insuficiéncia Cardiaca

CEP: 05403-900 Telefone: 11 3069 5307 / 3069 5419 / 3069 5019

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em patrticipar do presente Protocolo de
Pesquisa

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador (carimbo ou nome Legivel)
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INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucdo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 ou  tubro 1996)

1. Este termo contera o registro das informacdes que o pesquisador fornecera ao
sujeito da pesquisa, em linguagem clara e accessivel, evitando-se vocabulos
técnicos ndo compativeis com o grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer

possibilidade de intervencdo e de dano a integridade fisica do sujeito da
pesquisa.

3. O formulario podera ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou
meios eletronicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do
paciente ou seu representante legal e outra devera ser juntada ao prontudrio
do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pos-Informagdo submetida a analise da
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa -CAPPesqg devera
ser idéntica aquela que sera fornecida ao sujeito da pesquisa.
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HOSPITAL DAS CLINICAS
DA )
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(InstrugBes para preenchimento no verso )

| - DADOS DE |DENT|F|CAQAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL
1. NOME PACIENTE. ...cii ittt e e
DOCUMENTO DE INDENTIDADE N.O....coiiiiiiiiiiiiiiiireceeeee e SEXO: M F
DATA DE NASCIMENTO........ oo [ovoiins

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

AGENTES INFECCIOSOS EM MIOCARDIO DE PACIENTES COM MIOCARDIOPATIA

DILATADA.

2. PESQUISADOR: Sandrigo Mangini

3. CARGO: Médico INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 101951

4. UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante
Cardiaco do InCor HCFMUSP

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO RISCO MINIMO RISCO MEDIO

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do

estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 4 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES AO PACIENTE OU SEU R EPRESENTANTE
LEGAL

Ao _paciente serd explicado: O senhor tem uma doenca muito grave chamada

insuficiéncia cardiaca que é devido ao enfraquecimento do funcionamento do
coracdo, onde existe a indicacdo de transplante cardiaco. Apds o transplante o seu
coracdao é inutilizado.

Solicitamos a autorizacdo para que o Prof. Dr. Edimar Alcides Bocchi ou Dr.
Sandrigo Manginni ou Fatima D. Cruz possam realizar estudos no coracao retirado e
no coragao a ser recebido. Serao retirados pequenos fragmentos do coragao a ser
recebido que ndo comprometem a sua fungdo. Também solicitamos autorizagédo para
gue estes materiais obtidos possam ser armazenados para estudos futuros.

O senhor tera acesso a qualquer tempo as informacdes relacionados aos estudos,
inclusive para dirimir eventuais davidas; tera a liberdade de retirar seu consentimento
a qualguer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a
continuidade da assisténcia; salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade;

terd a disponibilidade de assisténcia. O estudo ndo determina danos a sua saude.

IV — ESCLARECIMENTOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO AO ESTUD O:
Como acima descrito sera esclarecido ao paci  ente as garantias referentes ao estudo.

1. Acesso, a qualquer tempo, as informag¢fes sobre o estudo.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

V — INFORMACOES SOBRE O ACOMPANHAMENTO ESTUDO

Equipe de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante Cardiaco

Endereco: Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, N° 44 — Sdo Paulo — Brasil.

VIl — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do estudo.
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Sao Paulo, de de 2009

Assinatura do sujeito do estudo ou responsavel legal Assinatura dos responsaveis pelo estudo
Prof. Dr. Edimar Alcides Bocchi
Dr. Sandrigo Manginni
Enfa. Fatima das Dores Cruz

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
( Resolucéo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 de Outubro 1996)

1. Este termo conterd o registro das informagdes que o (0s) responsaveis pelo estudo
fornecerdo ao sujeito da pesquisa, em linguagem clara e acessivel, evitando-se

vocabulos técnicos ndo compativeis com o grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer

possibilidade de intervencéo e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

3. O formulario poder& ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou meios

eletrénicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente

ou seu representante legal e outra devera ser anexada ao prontudrio do paciente.
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Data de Nascimento

Local de Nascimento

Procedéncia

Endereco

Telefone

Profissao

Termo de Consentimento - data

Dados:

Raca:

O
Branca

O
Negra

O
Asiatico

Estadio

oB

oC

oD

Classe
Funcional:

ol

o ll

ol

olVv

Inicios dos sintomas:o > 6

meses o< bmeses

Piora clinica:

Sintomas

Dispnéia
osim  ondo

Palpitacéo
osim onao

Empachamento

osim onao

Tosse
osim  onao

Sincope
osim  onado

Febre precedendo osim onédo

Dor toracica:
osim  ondo

Edema MMII
osim ondo

IVAS precedendo osim onéo

DPN
osim  onado

Ortopnéia
gsim onédo

GECA precedendo osim onéo

Antecedentes / Habitos Pessoais:

o
HAS

oTVP/
TEP

o
AlIT

o Disfuncéo tireoidiana: oHipotiroidismo
oHipertirodismo

o DM

o Alergia

o
AVC

o Insuficiéncia Renal:  oDialitica

oN&o dialitica

o
DLP

O
Drogadicdo

o Tabagismo:

oEx-tabagista oAtual

o DPOC: oLeve oModerada

oSevera

o Etilismo

o HF miocardiopatia ou MS

osim  ondo

Obs

Antecedentes Cirlrgicos:

o Marcapasso AV

o Outros

o Marcapasso ABiv

Obs.:

o CDI

o CDI ABiv

Medicacdo em Uso:

Nome

Dose

Nome

Dose Nome Dose

Exame Fisico:

FC:

PA:

Peso:

Altura:

Sat. Oy:

B3: osim
onao

EC: osim
onao

RHJ:
osim
onao

onao
cm

TJ: osim

Ascite:
osim
onao

Hepatomegalia: osim onéo

cm

Edema MMII: ondo oleve omoderado ograve

T enchimento.capilar: o< 3s

o3-5s o >bs

Perfil hemodinamico:

Ictus
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Exame Fisico na Hemodinamica:

FC: PA: Peso: Altura: Sat. O,:
B3: osim EC: osim RHJ: TJ: osim Ascite:
ondo ondo aosim onao osim
ondo cm ondo
Hepatomegalia: osim onéo Edema MMII: ondo oleve omoderado ograve
cm
T enchimento.capilar: o< 3s Perfil hemodinamico:
03-5s5 o >5s
Ictus
Exames:
ECG RX Térax ECO 3D
data:
Ritmo Bloqueio o Cardiomegalia / ICT ECO 3D
de ramo segundo:
oSinusal o BRE o Sinais de congestéo Cate E
o FA o Nao pulmonar Data:
oMP o o BRD Ergoespiro data Vo2 RNM Data:
Outra o ND o ND Slope
CATE Basal Vasodilatador ECO Basal
D
PA AE
FC VE
AD FE
VD VD
PAP PSVD
PCP Biopsias Formol
GTP RNA later  Glutaraldeido
RVP Complicagbes
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