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RESUMO

Introducéo: o estudo da substancia vasoconstritora endotelina-1 e de seus receptores A
e B, desde sua descoberta em 1988, tem crescido progressivamente nos Gltimos anos.
Isso se deve ao seu reconhecimento como elemento critico na fisiopatologia de diversas
doencas, com destaque para aquelas de acometimento cardiovascular. Sua fungdo na
vasorreatividade ja é conhecida, bem como sua a¢do paracrina e autocrina, o que conduz
a procura de seus sitios de producgdo nos diversos tecidos. Essa busca objetiva desvendar
a contribuicdo de cada Orgdao no processo patologico, e também determinar a
participacdo de tais peptideos nas modificacdes sofridas pelo préprio tecido nesse
processo (como a deposicdo de colageno, ou a neovascularizacdo). Nesse contexto, a
valvopatia reumatica revela-se uma boa candidata a pesquisa, pelas suas caracteristicas
mudancas estruturais valvares e pela repercussdo que impde a todo o sistema
cardiovascular e pulmonar. Objetivo: determinar, mediante técnicas moleculares, a
expressao dos genes da endotelina e dos seus receptores em valvas mitrais reumaticas.
Metodologia: 27 pacientes submetidos a troca valvar mitral tiveram seu tecido valvar
analisado para determinacéo da presenca de genes da ET-1 e seus receptores A e B; foi
feita andlise histoldgica e molecular das valvas (divididas em fragmentos M1, M2 e
M3) e colhidos dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes. Foram divididos em 3
grupos (valvopatia mitral, mitroadrtica, pacientes reoperados). Resultados: O estudo
mostrou a manifestacdo do gene da endotelina-1 em 40,7% dos espécimes e de seu
receptor A em todas as amostras, com manifestacdo minoritaria do gene do receptor B
(22,2%). Conclusoes: todos os pacientes expressaram a presenca do gene do receptor
A; ndo houve diferenca estatistica quanto a gravidade da doenca, expressa em classe
funcional, e os subgrupos estudados (valvopatas mitrais, mitro-adrticos e pacientes
reoperados), ou quanto a expressao dos genes da ET-1 e seus receptores, entre 0s
subgrupos estudados (valvopatas mitrais, mitro-adrticos e pacientes reoperados).
Palavras-chave: endotelina-1; valva mitral; reagdo de PCR.
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ABSTRACT

Introduction: the study of the vasoconstrictor substance endothelin-1 and its receptors
A and B, since its discovery in 1988, has grown gradually in the last years. This is due
to their recognition as a critical element in the pathophysiology of many diseases, with
emphasis on those from cardiovascular involvement. His role in vasorreactivity is
already known, as well as its autocrine and paracrine actions, leading to demand for its
production sites in various tissues. This search aims to unveil the contribuction of each
organ in the pathological process, and also determine the involvement of these peptides
in the modifications made by the tissue in the process (as the deposition of collagen, or
neovascularization). In this context, rheumatic valve disease proves to be a good
candidate to search, due their characteristics valve structural changes and the impact of
the whole cardiovascular and pulmonary sistems. Objective: to determine, through
molecular techniques, the expression of genes of endothelin and its receptors in
rheumatic mitral valves. Methodology: 27 patients undergoing mitral valve
replacement had their valve tissue analyzed for determining the presence of genes of
ET-1 and its receptors A and B; was made histological and molecular analysis of the
valves and collected clinical and epidemiological data of patients. They were divided
into 3 groups (mitral valvophaty, mitroaortic, patients reoperated). Results: the study
showed the gene expression of enothelin-1 in 40,7% of the samples, and its receptor A
in all samples, with minority manifestation of the gene of receptor B (22,2%).
Conclusions: all patients expressed the gene of receptor A; there was no statistical
difference regarding the severity of illness, expressed in functional class, and the
subgroups studied (mitral valvophaty, mitroaortic and reoperated patients), or in the
expression of genes of ET-1 and their receptors, among the subgroups studied.

Key words: endothelin-1; mitral valve; PCR reaction.
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I. INTRODUCAO

As cardiopatias sdo doencas de alta prevaléncia, tornando seu conhecimento,
diagndstico e tratamento, objeto de intensa pesquisa em ambito mundial. Nos paises em
desenvolvimento, adquire destaque a cardite reumatica, complicagdo temida da doenca

reumatica em nages cuja atencdo a satde é deficiente?.

A valvopatia reumética acomete a valva mitral, promovendo sequelas que
resultam em regurgitacdo ou insuficiéncia valvar®. As alteracdes em camaras cardiacas
esquerdas se associam a disfuncéo endotelial com aumento dos niveis de ET-1, peptideo
vasoconstritor de grande poténcia, que também estimula a proliferacdo de midcitos
vasculares®. Tais modificacBes tem conseqiiéncias sobre a circulacdo pulmonar, muitas
vezes determinando a hipertensdo pulmonar (HP)°. No entanto, a presenca da ET-1 e
seus receptores na propria valva mitral, aumentando a deformacéo valvar reumatica,

ainda é um assunto nao abordado na literatura.

As endotelinas e seus receptores sdo consideradas chave para uma promissora
linha de tratamento de doencas como a HP e insuficiéncia cardfaca congestiva (ICC)®. A
identificacdo de sitios produtores desses peptideos e o bloqueio de seus receptores
tissulares teoricamente mitigariam seus efeitos nefastos sobre a hemodinamica®,
colaborando para o reequilibrio entre substancias responsaveis pelo ténus vascular,

cerne de doengas como a ICC ou a HP.

No entanto, definir a importancia do sistema de endotelinas na doenca reumatica
mitral e HP a ela associada depende de etapas intermediarias, entre elas determinar a
importancia da propria valva mitral acometida como sitio produtor desses peptideos.
Através de técnicas moleculares, é possivel avaliar a presenca de gene que codificam
tais peptideos no tecido valvar mitral. Esse seria um passo decisivo na descoberta da
associagéo entre a ET-1 (e seus receptores) e a valva mitral.

Também € de relevancia a determinacdo da associacdo entre caracteristicas
clinicas e epidemiolégicas individuais e a presenca do gene da ET-1 e seus receptores.
Talvez a existéncia de algum sintoma especifico seja preditor da presenca ou ndo desses
genes, bem como a gravidade em que se manifesta a doenca no paciente. N&o se sabe se



pessoas submetidas a cirurgia prévia que ndo a troca valvar (comissurotomia, p. ex.)
apresentam modificacBes na presenca dos genes que codificam esses peptideos no

tecido valvar mitral.

Como discutido, a pesquisa da presenca dos genes correspondentes ao sistema
de endotelinas em valvas mitrais reuméticas podem ser de grande ajuda na terapéutica®
e talvez na modificacdo da historia natural da valvopatia reumatica e suas complicagdes.
No entanto, encontra-se em fases iniciais, e carece de inimeras respostas que podem ter

resposta na analise molecular tecidual.

Considerando-se que a ativacdo do sistema de endotelinas tem acdo t&o
abrangente no sistema cardiovascular, além da reconhecida acdo paracrina e
autécrina’®, investigamos a presenca da ET-1 e seus receptores em valvas mitrais
reumaticas, afim de esclarecer a existéncia de tais peptideos no tecido acometido por
essa doenca.



1. REVISAO DE LITERATURA

I1. 1. A doenca reumatica mitral

Febre Reumatica (FR) é uma doenca reumatica, inflamatoria, de origem auto-
imune e recidivante, em resposta do organismo a infeccbes pelo estreptococo
(Streptococcus pyogenes) do grupo A de Lancefield. Tal associacdo etiologica foi

inicialmente observada por Coburn, em 1930.

A doenca acomete cerca de 14 milhGes de pessoas em todo o mundo, levando
um namero de 3 milhdes de pacientes a hospitalizagdes freqlientes devido a
insuficiéncia cardiaca congestiva. A doenca reumatica cardiaca foi responsavel por 332
mil 6bitos mundialmente, em 2000, sendo creditados em torno de 233 mil mortes aos

paises em desenvolvimento®.

O impacto da doenca também é preocupante para a saude publica brasileira,
onde registram-se cinco mil casos novos ao ano®. Segundo Terreri et al®, o custo anual
da doenca reumatica ¢ de US$ 50 milhdes, correspondendo a 90% das indicacdes

cirtrgicas pediatricas do Sistema Unico de Satde (SUS).

Em paises desenvolvidos, observa-se queda da prevaléncia da doenca,
certamente gracas as melhorias das condi¢cGes socioecondmicas e culturais e a
abrangéncia da atengdo basica a salde — com diagndstico precoce e antibioticoterapia
para infeccBes respiratorias’. A febre reumatica continua prevalente no Brasil, onde
acomete cerca de 3 a 5% de criancas e adolescentes™. Sua epidemiologia assemelha-se
com a da faringite causada pelo Streptococcus 8 hemolitico do grupo A, que promove a
ocorréncia de surtos de FR (em torno de 3% da populacéo afetada pela faringite).

Existem cepas de estreptococos do grupo A ditas reumatogénicas, ou seja,
responsaveis pelos surtos de febre reumética aguda. Isso se deve a viruléncia
diferenciada desse subgrupo, representada pela riqueza em proteina M e 4&cido

hialurdnico na sua capsula, determinando propriedades antifagociticas'’. Aquela é



estruturalmente homologa a miosina e estende-se da superficie celular como uma «a
hélice. A ativacdo do linfocito T € feita por essa proteina, combinados com HLA-DR7
(a identificacdo de alguns alelos do sistema HLA sugere a presenca de susceptibilidade
genética a FR), que dao origem a receptores de membrana das células apresentadoras de
antigenos (linfocitos B, mondcitos, macréfagos e células dendriticas)®. A producéo de
anticorpos pelos linfocitos B ativados faz com que aqueles infiltrem o tecido valvar,
aumentando a expressdo da molécula de adesdo VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1). O linfécito T adere a tal molécula através do ligante VLA-4 (Very Late
Antigen-4), contribuindo para a lesdo reumatica®.

Anticorpos anti-proteina M contribuem para a doenga valvar via mimetismo
molecular com a miosina que, apesar de ndo estar presente na valva, se liga a ela pela
laminina. Anticorpos antimiosina reconhecem a laminina, uma proteina da matriz
extracelular composta predominantemente por o hélice, parte da estrutura da membrana
basal valvar’. No tecido valvar, células inflamatérias novamente sdo responsaveis pela
liberagdo local de citocinas e lesdo de células intersticiais com neovascularizagdo e
inflamacdo crénica. Macréfagos séo ativados e atraem as células T. A destruicdo valvar
pode expor mais antigenos, de modo progressivo™.

A reacdo inflamatéria é chamada exsudativa, em sua fase inicial. Caracteriza-se
pelo edema intersticial, fragmentacdo de fibras colagenas, infiltracdo
linfocitaria/plasmocitéria e degeneracdo fibrindide. A fase mais tardia é dita
proliferativa, determinada por lesdes continuas a fase anterior: necrose fibrindide
perivascular circundada por linfocitos e plasmocitos, além dos caracteristicos midcitos
de Anitschkow (células basofilicas grandes e multinucleadas). Estas lesbes sdo
conhecidas como nédulo de Aschoff’.

A endocardite € o componente mais importante da pancardite reumatica. A
valvulite resultante, associada & dilatacdo do anel mitral e disfuncdo papilar, é
determinante na patogénese da regurgitacdo valvar'®. Associam-se outras lesdes,
reconhecidas como pertencentes a fase crénica da doenca valvar reumatica: fibrose com
ou sem calcificacdo, espessamento com retracdo cicatricial; fusdo de comissuras, com
perda do endotélio e erosdo com formacdo de trombo; as cordoalhas, engrossadas e

retraidas; lesdes verrucosas ou vegetacGes reumaticas, predominantes nas margens



livres das valvas. A cicatrizacdo € importante na evolucdo da doenca valvar e é
acompanhada pela neovascularizagdo de uma estrutura outrora avascular’®. O
aparecimento de vasos neoformados € limitado a camada esponjosa, onde encontram-se

também células inflamatdrias™®.

Quando submetidas a analise de sua espessura média, as valvulas reumaticas
apresentam medidas superiores (especialmente quando consideradas as suas
extremidades) comparadas as normais ou associadas a outras doencas (carcindide,
relacionada ao uso de anorexigenos); possuem, ainda, uma quantidade inferior de
glicosaminoglicanos e elastina, mas superior de musculo e colageno. Esse ultimo,
componente caracteristico de processos tardios de cicatrizacdo, ja seria intuitivamente
esperado, por serem 0s pacientes candidatos a cirurgia normalmente portadores de
doenca reumética cronica™. Vale ressaltar que, com o avancar da idade, ha o aumento

de espessura, sem alteracdo significativa da composico valvar®.

O diagnostico da FR é baseado no reconhecimento das combinacgdes de alguns
achados clinicos, inicialmente descritos por T. Duckett Jones, em 1944. Os critérios de
Jones (modificados em 1992 por Dajani et al*®), utilizados como guia para o diagndstico
da FR, baseiam-se na divisdo dos achados clinicos e laboratoriais da doenga em sinais
maiores ou menores, segundo as respectivas importancias diagnosticas, sem significado
progndstico por si s6. A presenca de dois sinais maiores, ou de um sinal maior e dois
menores, indica alta probabilidade diagnostica, se acompanhados da evidéncia de
estreptococcia prévia. Os critérios maiores sdo poliarterite, cardite, coréia, nddulos
subcutaneos e eritema marginado, e 0os menores sdo febre, artralgia, aumento do
intervalo PR no eletrocardiograma e aumento nos valores laboratoriais da VHS

(velocidade de hemossedimentacdo), PCR (proteina C reativa) ou leucocitose®.

No entanto, o diagndstico da FR continua sendo desafiante para os médicos,
tornando importante a caracterizacdo clinica e demogréafica dos pacientes. Um estudo
nacional avaliou tais caracteristicas’: a prevaléncia em mulheres, em criancas de cinco
anos a adolescentes de 15 anos, sendo a cardite a segunda manifestagdo clinica mais
frequente (a artrite é a mais comum). Quando o processo inflamat6rio € mais intenso, a
anemia e a elevacdo da VHS e al glicoproteina podem ocorrer, bem como da

gamaglobulina (ratificando a participacéo da resposta humoral)®.



Sendo a valvopatia reumética uma sequela crénica da febre reumatica e a doenca
mais frequentemente associada com a valvopatia pds-inflamatéria (encontrada em
vérias outras doencas’), mesmo em pacientes assintomaticos do ponto de vista
cardiovascular, a realizacdo do ecocardiograma pode ajudar o diagndéstico. Criancas
com cardite reumatica subclinica apresentam alteracfes ecocardiogréficas persistentes

em 35% dos casos™®.

A profilaxia priméria tem sido muito debatida, mas o tratamento com penicilina
V oral 500.000 unidades normalmente cura a faringite estreptocécica (exceto se for
causada por cepa reumatogénica). Se a FR € muito prevalente na comunidade, ou
estreptococos do grupo A séo identificados, a terapéutica deve completar 10 dias. A
imunizacdo de populagBes em risco através de vacinas multivalentes compostas pela
combinacgdo dos sorotipos M mais encontrados (entre os mais de 90 ja identificados), €
promissora; assim também é a imunizacdo oral. A prevencdo secundaria das
recorréncias reumaticas é feita através da administracdo de 1,2 milhdes de unidades de
penicilina G benzatina mensalmente, ou a cada 3 semanas. O tempo pelo qual o
tratamento deve ser mantido dependera do julgamento clinico do risco, envolvendo
variaveis como a gravidade do acometimento agudo ou a presenca de cardite

reumatica?.

O tratamento preventivo dos danos valvares ndo mudou nas Gltimas décadas. A
utilizacdo de drogas inibidoras do TNF, baseada na acéo citotdxica celular autoimune da
doenca, possivelmente pode diminuir a deformidade valvar. O uso de corticoides para o
tratamento da cardite reumatica justifica-se pela sua poténcia antiinflamatoria, em casos

graves™.

1. 2. Endotelinas

A endotelina, peptido com forte poténcia vasoconstritora (considerada dez vezes
mais potente que a angiotensina I1), foi inicialmente descrita por Yanagisawa em
1988Y. Isolada e purificada a partir de cultura celular endotelial bovina, rapidamente

estabeleceu-se como de fundamental importancia nos processos moleculares



responsaveis pela manutengdo do tobnus vascular, bem como pela sua expressdo

aberrante em determinadas situacdes patologicas.

A importancia das endotelinas e de seus receptores na patogénese de diversas
doencas, em especial aquelas em que a vasoconstricdo e a proliferagdo celular
excessivas estdo envolvidas, tem sido objeto de intensa pesquisa desde a sua descoberta.
Além disso, sdo importantes reguladoras da deposicdo de colageno e matriz
extracelular'®. Exercem miltiplos efeitos biolégicos, através de seus receptores A e B, e
suas concentracdes tissulares refletem com maior precisdo a ativacdo do sistema das

endotelinas®®.

Reconhecidamente a mais importante para a espécie humana, a ET-1 tem sido o
isopeptideo mais estudado em sua familia (composta pelas endotelinas 1, 2 e 3 — ET-1,
ET-2 e ET-3). De incontestavel relevancia no sistema cardiovascular®, a ET-1 é
codificada por genes localizados no cromossomo 6*° e sdo abundantes no endotélio, o
que motivou sua denominagdo. No entanto, podem ser produzidas em outros tipos
celulares: células tubulares renais, neurénios do sistema nervoso central, neurdnios
simpéticos pos-ganglionares, mondcitos e macrofagos. Sob condicGes pro-inflamatorias,

também é produzida pelas células musculares lisas vasculares®.

A producédo intracelular da ET-1 ocorre atraves de uma reacdo proteolitica
bifésica, pois seus dois precursores (preproET-1 e bigET-1) sdo processados por duas
proteases para a obtencdo da forma biologicamente ativa. A preproET-1, peptideo com
aproximadamente 200 aminoécidos, é clivada por endopeptidases neutras dependentes
de célcio semelhantes & furina — enzima pertencente a familia das subtilisinas®®. E
formado um composto intermediario, biologicamente inativo, chamado big ET-1,
transformado no produto final (ET-1) por metaloproteases ligadas & membrana celular?,
que rompem o peptideo precisamente na posicdo Trp-Val??. A importancia dessa
conversdao justifica-se pela poténcia vasoconstritora 140 vezes maior da ET-1 em
relacdo ao seu antecessor”. Essa familia de metaloproteases (pertencentes &
superfamilia das neprilisinas®*) é chamada de enzima conversora de endotelina (ECE).
Suas variadas posi¢des subcelulares, dependentes da isoforma de ECE em questéo,

permitem que a conversdao a ET madura se dé tanto na superficie celular quanto em seu



interior®. A ET-1, resultante do processo acima descrito, é um peptideo de 21

aminoécidos formando uma alca fechada por duas pontes dissulfeto.

(a)
5=
\_ Ser)__
@ \)\Q/Se, Cys) N Endothelin-1
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Figura 1. A estrutura da endotelina-1 (Masaki, 2004)

Foram identificadas duas variantes de ECE, denominadas 1 e 2: a primeira,
encontrada em vérias células (inclusive endoteliais), é capaz de converter a big ET-1 em
ET-1 tanto na superficie celular quanto no interior desta, gragas ao seu pico de acdo em
pH neutro; a segunda, presente em outros tipos celulares, como neurdnios, tem boa acao

intracelular, devido a sua afinidade pelo pH &cido*?.

Além da propria ET-1, a angiotensina Il, catecolaminas, cardiotrofina-1,
trombina, fatores de crescimento, citocinas, radicais livres, insulina, hipoxia, e distensao
dos vasos, sdo responsaveis pela liberacdo da ET-1 pelo endotélio®®?"?%*%° j3 a sua
sintese é inibida pelo 6xido nitrico, peptideos natriuréticos, heparina, prostaglandinas,

homocisteina e estrégeno 34333435,

Liberada na luz dos vasos a partir do endotélio, a ET-1 age de maneira autécrina
e parécrina, e ndo como um hormdnio’. E uma molécula de clearence rapido,
principalmente pulmonar (circulagdo onde 50% da ET-1 é depurada numa sO
passagem®**") com uma meia-vida de 1 minuto e efeitos presséricos mantidos por 1
hora®*°. Normalmente, detecta-se pequena quantidade no plasma, niveis que nio se
correlacionam com sua atividade, pois representam o excesso das moléculas que néo se

ligaram aos receptores teciduais”.



A existéncia dos receptores A e B (ETRA e ETRB), responsaveis por mediar 0s
efeitos das ET em mamiferos, classificados com base em sua poténcia em resposta as
ET’s, sendo ET-1 = ET-2 >> ET-3 parao ETRA e ET-1 = ET-2 = ET-3 para a ETRB*.

S8o muitas as formas através das quais a ET-1 age, mediando alguns
mecanismos em diversas doengas cardiovasculares. Promove a formagdo de &nion
superoxido, que ativa a familia do fator de transcri¢do nuclear kB (NF-kB); esse inicia a
expressdao de genes que codificam moléculas proaterogénicas e pré-inflamatérias
(adesinas: VCAM-1, ICAM-1, E-selectin; citocinas inflamatérias: IL-6 e 8). Essas
reacOes sdo co-responsaveis pela inducdo e progressdo da aterosclerose, além da
desestabilizacdo da placa aterosclerética®. Além disso, 0 NF-kB modula a apoptose
feita pelo TNF, garantindo a sobrevivéncia do cardiomidcito e a manutengdo da funcéo
e do remodelamento cardiacos em situacdes de stress.

A ET-1 também exerce importante papel no remodelamento de artérias de baixa
resisténcia e na hipertrofia ventricular esquerda. 1sso se deve a sua agdo estimuladora na
atividade do gene do colégeno I, na deposicdo de proteinas da matriz extracelular, na
expressdo de fibronectina e na potencializagdo dos efeitos do fator de crescimento
transformador B (TGF-P) e do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)*®.

A ET-1 necessita de concentragdes picomolares no plasma para atingir seus
efeitos fisiolégicos™, insuficientes para exercer tais agbes nos receptores, sugerindo que
a ET-1 age de modo parécrino ou autdcrino no coracdo®® 8. Tais niveis séricos ndo se
correlacionam com sua atividade, j& que representam apenas as moléculas que nédo se

ligaram aos receptores teciduais”.

Ambos o0s receptores de endotelina sdo membros de uma superfamilia de
receptores acoplados a proteina G de hepta hélice, com uma média de tamanho de 45 a
50 kDa e codificados por gene localizados no cromossomo 4 e 13, respectivamente. O
receptor A possui uma cadeia de 427 amino4cidos, e apresenta uma similaridade de
64% com a molécula de 442 amino4cidos do receptor B*. Consistem em moléculas
com extremidade amino extracelular e outra carboxi intracelular (esta Gltima com sitio
de fosforilacdo). Mesmo antes de serem assim denominados, os receptores de ET ja
podiam ser diferenciados pela sua afinidade preferencial por moléculas de ET-1, 2 e 3; 0



ETRA, como ja comentado, tem uma enorme afinidade para ligacdo com ET-1 e 2,

quatro a oito vezes maior em relacéo a ET-3%.

A andlise de tecidos humanos por técnicas moleculares revela a presenca de
ETRA numa grande variedade deles, principalmente em células da musculatura lisa
vascular pulmonares e sistémicas*. Através desse receptor ocorre a contracdo dessa
musculatura em modelos experimentais’’, muitas vezes simultaneamente & acdo de
ETRB coexistente®®. Seu mapeamento in vivo mostra sua presenca em diversos tecidos:
pulmdes, coracdo, rins, intestino, adrenais, olhos e cérebro. Sua densidade é
especialmente alta nos dois primeiros sitios; nos pulmdes, uma distribuicdo abrangente,
principalmente nos brénquios, e no coragdo, no sistema condutor, atrios, ventriculos e

artérias coronarias*.

Foram descritos dois padrdes de ligacdo da ET-1 aos receptores A e B. Tais
padrbes produzem aumento do célcio intracelular: num deles o aumento é fugaz (2-5
segundos), no outro é mantido por 20 minutos. Tal comportamento é dito bifasico®®>".
O mecanismo de acdo atualmente aceito dos canais ibnicos e mensageiros ocorre através
de liagacdo da ET-1 ao receptor, estimulando a fosfolipase C, que hidrolisa o
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato para formar o trifosfato de inositol (IP 3), hidrossollvel, e
o diacilglicerol (DAG), neutro. IP3 induz a mobilizagdo do Ca™ do reticulo
sarcoplasmético com os receptores IP3 promovendo o primeiro aumento transitério de
[Ca**]i °% A abertura de canais de Ca™ pode ser direta ou indiretamente acionada pela
deplecédo dos estoques de Ca'™ citosdlicos. O DAG abre canais de Ca*™ operados por

receptores (ROC — receptor-operated Ca™™ channels).

A elevacdo do [Ca']i ativa varios canais idnicos resultando na entrada de Ca™
através da membrana citoplasmatica®. Ativa canais de cloreto, promovendo o efluxo
destes ions, despolarizacdo celular, ativacio de canais de Ca’™ voltagem-dependente e
influxo de Ca™* °***. Os canais de K* voltagem-dependentes também promovem influxo
de Ca'™* através dos canais de Ca™ voltagem-dependentes™. A ativacdo do trocador de
Na*/Ca™ resulta em alcalinizacdo das células e promove o influxo de Ca*™ *°. O
aumento de [Ca™]i também pode disparar a liberagdo de Ca™ do reticulo

sarcoplasmatico, ativando os canais de K* ativados-por-Ca** >,
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Como observado, a ET-1 medeia os sinais para mobilizacdo do célcio, através de
varios canais idnicos. Portanto, a expressdo relativa e distribuicdo desses canais ibnicos
determinam a resposta celular a ativacdo pela ET-1. O sinal de feedback negativo,
responsavel pela interrupcdo da mobilizacdo de ions célcio, € dado pela cinase C
protéica, ativada pelo DAG e pelo proprio Ca™ %, A cascata de sinalizacéo intracelular
quando da ativagdo do ETRB é semelhante aquela descrita para o receptor A; além
desse mecanismo, o receptor B ativa a fosfolipase A,, liberando tromboxano A; e
prostaglandinas Ez e I, importantes na reacdo inflamatdria e vasorreatividade®. H& uma
mudanca fenotipica de um subtipo de receptor de ET para outro de acordo com
condi¢Bes encontradas in vitro nas culturas de células musculares lisas vasculares e, se

essas expressarem ETRB, a ET-1 torna-se um mit6geno mais potente em tais células®.

O efeito dos receptores de endotelina na rede vascular se faz sentir de diferentes
maneiras. O ETRB tem um duplo efeito no tonus vascular: vasodilatador, quando
receptores localizados no endotélio sdo ativados, produzindo 6xido nitrico e metabolitos
vasodilatadores da ciclooxigenase; vasoconstritor, quando acionados ETRB no musculo
liso vascular. O ETRA tem mecanismo de acgdo vasoconstritor semelhante na

musculatura lisa vascular®.

N&o € inteiramente conhecida a acdo hemodindmica basal das endotelinas
enddgenas, bem como a suposta protecao exercida pelo ETRA ao organismo contra tais
acOes. Supbem-se que o papel desse Gltimo no tdénus vascular basal de individuos
normais seja pouco relevante, ja que o bloqueio desse receptor pode ndo modificar a

pressdo arterial®.

Os receptores sdo expressos de forma heterogénea no tecido cardiaco, com
ETRA predominando nos midcitos. Sua estimulacdo tem efeitos inotrpico e, menos
freqiientemente, cronotrépico positivos®. Além disso, estimula a hipertrofia cardiaca,
uma importante resposta adaptativa, é induzida pela ET-1 em culturas de midcitos
cardiacos, provavelmente pela ativacdo da familia MAPK (cinases protéicas ativadas
por mitogénese) que estimula a produgdo do protooncogene c-jun e seus efeitos

promotores do crescimento®.
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Os receptores A também tem fungdo de estimular o stress oxidativo vascular, ja
que a geracgdo de espécies (ou anions) reativas do oxigénio (ROS, em inglés) levam ao
crescimento da musculatura lisa vascular, hipertrofia cardiaca, e deficiéncia do
relaxamento dependente do endotélio, todas essas acdes caracteristicas da ET-1 e de

1
IG

relevancia na hipertensdo arterial’~. Além disso, promovem o crescimento e proliferagdo

das células musculares lisas vasculares®*.

Apesar das conhecidas interagdes entre as endotelinas e seus receptores, algumas
vezes estas podem ser inesperadas e paradoxais. 1sso pode ser explicado pela hetero e
homodimerizacdo desses receptores, que dao origem a moléculas semelhantes aos

receptores originalmente conhecidos, mas com algumas caracteristicas proprias”.

A intensa pesquisa laboratorial envolvendo as ET’s e seus receptores, bem como
dos antagonistas desses, justifica-se pela sua resposta farmacolégica Unica e sua
possivel correlacdo com doencas cardiovasculares®. As acdes das ET’s no sistema
cardiovascular e sua atividade pro-inflamatoria despertam grande interesse na
determinacdo de sua participacdo nos mecanismos fisiopatoldgicos daquelas
enfermidades. Dentre elas, destaca-se a hipertensdo pulmonar, ora como via final de
vérias cardiopatias, ora como perpetuadora dessas condicdes morbidas®.

Na insuficiéncia cardiaca sua concentra¢do sanguinea estad aumentada, talvez por
uma expressio majorada do mRNA da ET-1°*. Disso resulta a importancia do
mapeamento do sistema de endotelinas no tecido cardiaco, em situacdo de homeostase

ou patoldgica, visando definir sua relevancia em cada um dos contextos.

Sua localizacdo nos diversos tecidos cardiacos revela importantes informagdes,
como a de que os midcitos cardfacos ndo sdo produtores de ET-1 na espécie humana®®.
Aparentemente, as células endoteliais endocérdicas sdo as maiores responsaveis pela
liberacdo de endotelinas, modulando a acdo de células vizinhas: inotropismo positivo
nas camaras cardfacas e, possivelmente, contribuindo para a fibrilacao atrial®®.

A participagdo do sistema de endotelinas na fisiopatologia e nas alteragGes
morfoldgicas da valva mitral na doenga reumatica é desconhecida. Sabe-se que existe
associagdo entre portadores de determinados HLA (DR7 e DRw53 entre os
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brasileiros®®) com o desenvolvimento de febre reumética ou cardiopatia reumatica. 1sso
demonstra o envolvimento de mecanismos imunoldgicos celulares e humorais, e
inflamatorios, representados por substancias responsaveis pela sintese de citocinas pro-
inflamatorias, através da transcricdo de seus genes. Entre eles, identificam-se o FNTa,
IL-1a e B, entre outros; contudo, o papel do sistema de endotelinas como marcador

genético da cardiopatia reumatica é obscuro®

Estudos conduzidos em animais, utilizando valvas mitrais, buscaram mostrar os
niveis de expressdo da ET-1 e seus receptores nesse tecido, sugerindo uma correlagdo
entre os peptideos e a mudanca na composicio dos folhetos com a idade®. Apesar de
terem sido utilizadas valvas mitrais mixomatosas, é possivel fazer uma transposicao dos

resultados para as valvas reumaticas, igualmente ricas em colageno e fibroblastos.

Por outro lado, a ET-1 pode representar a ligagdo entre alteracfes vasculares e o
metabolismo acelerado do colageno associado ao processo fibrético em algumas
doencas*’. Estimulada por forcas de friccdo, a sintese e a expressdo de ET-1 ficam
aumentadas. Esse fator fisico, encontrado em disfungdes valvares onde a coaptacdo
entre os folhetos é deficiente — e pode se fazer mediante maior atrito — associa-se a
outros fatores, quimicos e enddgenos, determinando alteracGes na composicdo tecidual.
No entanto, estudos continuam a ser conduzidos no sentido de demonstrar essa
correlagdo entre os efeitos vasoconstritores e a fibrose tissular*’. E possivel que esse
mecanismo patologico venha a se mostrar relevante na valvopatia reumatica, associando

niveis aumentados de ET-1 encontrados na doenga as deformidades valvares.

A ET-1 tem efeitos pré-fibroticos, agindo atraves de seus receptores A e B,
encontrados nos fibroblastos. Neles, provoca aceleracdo da producdo de matriz
extracelular®. Em tecidos onde essas células se encontram em quantidade, como na
doenca valvar reumatica, e onde podem ser encontrados niveis aumentados de ET-1,

pode-se esperar a progressiva alteragéo tecidual valvar como resultado.

Uma variedade de doencas cardiovasculares tem a participagdo de ET-1 em sua
patogénese. Considerando-se tudo o que foi discutido nos trechos acima, podemos
esperar aplicagdes terapéuticas dos antagonistas dos receptores de ET-1 °. Através deles,
as acOes do sistema de endotelinas podem ser revertidas, traduzindo-se em beneficio
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clinico para muitos pacientes. Além do alivio sintomético produzido, existem situaces
outras em que tais medicagdes se mostraram igualmente benéficas, permanecendo
especulativa sua utilizacio em outras condicbes patoldgicas®. Nesse sentido, sua
indicagéo terapéutica em situagdes incomuns, como em pacientes com comorbidades do
tecido conjuntivo, como tratamento a longo prazo, ou mesmo em estagios mais

precoces, dependem do profundo conhecimento de suas a¢@es, na salde e na doenca.

1. 3. A valva mitral

A valva mitral posiciona-se na transi¢do atrioventricular esquerda, separando as
cavidades atrial e ventricular. Possui dois folhetos: o anterior, bem maior e o posterior,
menor. Ambos sdo divididos em zonas rugosa e lisa (a ultima na borda livre da valva).
S&o separados no anel mitral pelas comissuras posteromedial e anterolateral. O anel
fibroso mitral é formado por duas estruturas colagenosas: o trigono fibroso direito,
localizado entre o septo membranoso atrioventricular, as valvas mitral e trictspide, e a
raiz adrtica; e o trigono fibroso esquerdo, na jungdo da valva mitral com a cuspide
coronariana esquerda da valva adrtica’®. O anel posterior corresponde a 2/3 de todo o

anel mitral™.

Comunicando a valva mitral ao miocardio ventricular encontram-se as
cordoalhas tendineas e musculos papilares. Esses Ultimos sdo divididos em anterolateral
e posteromedial, e deles surgem as primeiras, classificadas em cordoalhas de primeira
ordem (que se fixam as bordas das vélvulas), segunda ordem (mais espessas e menos
numerosas, unidas as valvulas entre as zonas lisa e rugosa, e mais proeminentes para a
vélvula anterior) e terceira ordem (originadas na parede ventricular, fixam-se ao anel

mitral posterior). Totalizam em torno de 25 feixes tendinosos’®.

A analise histologica do tecido valvar revela 3 camadas: a fibrosa, rica em
colageno e continua com a cordoalha tendinea; a camada esponjosa, que cobre a face
atrial e forma a borda da valvula (possui proteoglicanas, elastina e tecido conectivo em
abundancia, e pouco colageno); uma cobertura fibroelastica, fina na face atrial e espessa
na ventricular, chamada ventricularis’. Essa Gltima camada produz mais elastina e
colageno com o avancar da idade, tornando-se espessada. Existem, ainda, outras

estruturas musculares e neurais, importantes na coaptagéo valvar'?.
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I1. 4. Disfuncao valvar mitral

Existem duas disfungdes valvares, conhecidas como estenose e insuficiéncia,
que ndo sdo mutuamente exclusivas, podendo coexistir. Definida como uma obstrugéo
ao influxo de sangue no ventriculo esquerdo em nivel da valva mitral - resultante de
uma anormalidade estrutural - impedindo sua abertura durante a fase de enchimento
diastolico daquele, a estenose mitral tem diferentes etiologias. A predominante é a
cardite reumatica, chegando a somar 99% das estenoses em algumas séries”. Causas
ditas ndo-reumaticas, como a calcificacdo anular ou valvar, deformidades congénitas,
sindrome carcindide, trombo atrial esquerdo, endocardite, p6s comissurotomias ou

implantes valvares protéticos, s40 menos comuns'®.

Quando ndo tratada, a EM evolui de maneira insidiosa e estavel nos primeiros
anos. Contudo, € uma doenca continua e pode progredir aceleradamente. 1sso ocorre
principalmente se a infeccdo reumatica for grave ou os episddios de cardite forem
recorrentes. O aparecimento de sintomas pode surgir apds um periodo de laténcia de 20
até 40 anos, tornando-se debilitantes uma década depois. A sobrevida em dez anos dos
pacientes que atingem esse estdgio da doenca é de 80%, 50% ou 15%, se a
sintomatologia for minima, moderada ou limitante, respectivamente. A mortalidade em
65% dos casos se deve a congestdo sistémica e pulmonar, embolia sistémica em 25%,

embolia pulmonar em 10% e infeccdo em 1-5%",

O achado macroscopico de espessamento e calcificacdo valvar e fusdo
comissural e de cordoalhas assemelha o aparato mitral a um funil. 1sso provoca
estreitamento do orificio valvar mitral e diminuicdo da &rea valvar correspondente,
normalmente em torno de 4-5 cm?, determinando o gradiente transmitral diastdlico, que
resulta na elevagédo da pressdo atrial esquerda, com reflexos sobre a circulagdo venosa
pulmonar. Mudangas iniciais sobre o leito venoso pulmonar sdo considerados

protetores, evitando pressdes excessivamente altas.

O paciente com estenose mitral pode permanecer assintomatico por longos
periodos de tempo’, apesar do débito cardiaco decrescente e resisténcia venosa e

arteriolar pulmonar aumentadas, e, eventualmente, alteragdes morfofuncionais da

15



vasculatura pulmonar”. A gravidade da vasculopatia pulmonar é determinante no

surgimento e agravamento dos sintomas nos pacientes com estenose mitral.

A sintomatologia associa-se com a &rea valvar encontrada, ainda que tal
correlacdo ndo seja sempre confiavel. Anteriormente precipitados pelo exercicio, stress
emocional, infeccdo, gravidez ou fibrilagdo atrial com alta resposta ventricular, os
sintomas resultam da atividade cotidiana quando a &rea valvar é inferior a 2,5 cm?.
Surgem sintomas em repouso quando essa area é inferior a 1,5 cm?. De acordo com
dados como o gradiente medio, pressao sistolica de artéria pulmonar e area valvar, a
gravidade da estenose mitral é avaliada, embora ainda ndo haja valor que a defina. Em
pacientes com érea valvar maior que 1,5 cm?, gradiente médio menor que 5mmHg e
pressao sistolica da artéria pulmonar menor que 30mmHg, classifica-se a estenose
mitral como leve; aqueles com &rea valvar entre 1-1,5 cm?, gradiente médio entre 5-
10mmHg e pressdo sistélica da artéria pulmonar entre 30-50mmHg, encontram-se
classificados como portadores de EM moderada. Finalmente, dados de &rea valvar
menor que 1cm?, gradiente médio maior que 10mmHg e pressdo sistélica da artéria

pulmonar maior que 50mmHg, definem a EM como grave’”.

A regurgitagdo ou insuficiéncia mitral é resultado do mau funcionamento ou
interagdo dos componentes valvares, subvalvares ou das cdmaras cardiacas esquerdas. A
etiologia mais comum dessa disfuncdo valvar € a degeneracdo mixomatosa (prolapso
mitral), em 29-70% dos casos. Outras causas comuns sdo a insuficiéncia mitral
isquémica (resultante de isquemia ou ruptura de masculo papilar apds insulto
miocardico isquémico), insuficiéncia funcional (secundéria a cardiomiopatia dilatada),

doenca reumatica, calcificacdo do anel mitral, endocardite infecciosa, entre outras’.

O éatrio esquerdo dilata-se progressivamente, acompanhando a regurgitacao
valvar cronica. Gradualmente, a pressdo atrial esquerda pode elevar-se. Contudo,
aumentos pronunciados da resisténcia vascular pulmonar ndo sdo comuns, ao contrario
do que acontece com a estenose valvar’®. A sintomatologia em pacientes portadores de
insuficiéncia mitral moderada pode ser inexpressiva, permanecendo esse assintomatico
durante anos. 1sso acontece devido a adaptacdo do ventriculo esquerdo ao aumento do
trabalho. O desenvolvimento de baixo débito cardiaco ou congestdo pulmonar
acompanha-se de fadiga, fraqueza, dispnéia aos esforcos e palpitacdes’.
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A regurgitacdo mitral pode ser classificada ecocardiograficamente, de acordo
com critérios qualitativos e quantitativos. Entre os primeiros, encontramos a area do jato
central e a medida da vena contracta; ja os critérios quantitativos sdo o volume
regurgitante, a fracdo regurgitante e a area do orificio regurgitante. Objetivamente, a
insuficiéncia é considerada leve quando o jato central é menor que 4cm? ou menor que
20% da é&rea do étrio esquerdo, a vena contracta é inferior a 0,3cm, o volume
regurgitante é menor que 30ml, a fracdo regurgitante € menor que 30% e a area do
orificio regurgitante é inferior a 0,20cm?. E considerada moderada quando o jato central
tem caracteristicas intermediarias entre leve e grave, a vena contracta tem medida entre
0,3 a 0,69cm, o volume regurgitante encontra-se entre 30 e 59ml, a fragdo regurgitante
esta entre 30 e 49% e a 4rea do orificio regurgitante tem valores entre 0,20 e 0,39cm’.
Finalmente, quando o jato central é grande ou superior a 40% da area do atrio esquerdo,
a vena contracta é superior ou igual a 0,7cm, o volume regurgitante é maior que 60ml, a
fracdo regurgitante é menor que 50% e a area do orificio regurgitante é superior a
0,40cm®. Além desses parametros, a fungdo ventricular, determinada pela fracdo de
ejecdo e pelo didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo, auxiliam na orientacéo

terapéutica’.

Em ambas as disfun¢bes valvares mitrais, a utilizacdo da ecocardiografia
transtorécica ou transesofagica tem se tornado importante, ndo s6 para o diagnostico,
mas para 0 acompanhamento da dilatacdo de camaras e magnitude do fluxo ou refluxo
transvalvar. Através do Doppler de fluxo colorido, tal fluxo pode ser quantificado pelo
seu padrdo, dire¢do, velocidade, duragdo e intensidade. Pode-se avaliar as condigdes e
caracteristicas do aparelho subvalvar, morfologia das cordoalhas, mobilidade dos
folhetos. Além disso, calculos indiretos da area valvar podem ser feitos, auxiliando a

classificagéo da disfungéo valvar.
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1. OBJETIVOS

I11. 1. Objetivos Gerais

O objetivo geral deste projeto é determinar, mediante técnicas moleculares, a

expressao dos genes da endotelina e dos seus receptores em valvas mitrais reumaticas.

I11. 2. Objetivos Finais

1. Desenvolver rotinas de técnicas moleculares na identificacdo de genes da ET-1 e

de seus receptores em tecido valvar;

2. Investigar se existe correlacdo entre a presenca dos genes de ET-1, ETRA e

ETRB nas valvas e:

e 0s diferentes subgrupos pesquisados (valvopatia mitral pura, doenca

mitro-aortica e submetidos a reoperacao);

e 0 sexo dos pacientes, e a faixa etéria na qual se encontram (inferior ou

superior a 50 anos);

e e 0s sintomas apresentados.
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IV. METODOLOGIA

1V. 1. Material

Foram coletadas 27 amostras de vélvulas junto a servicos de Cirurgia
Cardiovascular (Instituto do Coracdo InCor-DF e Hospital de Base do DF),
posteriormente submetidas a analise histoldgica e molecular. Os pacientes, adultos e de
ambos os sexos, foram escolhidos dentre aqueles admitidos com doenca mitral

reumatica e indicacdo para substituicdo cirdrgica da valvula nativa por protese.

1V. 2. Critérios de inclusdo e exclusdo

O procedimento cirargico foi realizado ap6s coleta de exames laboratoriais
sumarios (bioquimica sanguinea e hemograma; ecocardiograma transtoracico;
cineangiocoronariografia para aqueles com idade superior a 40 anos ou com

necessidade de estudo mais aprofundado de pressdes intracardiacas).

Foram incluidos no estudo portadores de valvopatia mitral de caracteristicas
reumaticas ao ecocardiograma, isolada ou em associa¢do a outra valvopatia (aortica,
tricispide), com indicacdo classe | de intervencdo cirurgica por critérios pré
estabelecidos nas Unidades de Cirurgia Cardiovascular escolhidas, sem indicagéo de
valvotomia percutdnea ou reparo valvar (comissurotomia/valvoplastia mitral). Era
considerada indicagao pacientes com estenose mitral moderada ou grave (area valvar
mitral < 1,5cm®) e classificacdo funcional 111 ou IV (NYHA). Pacientes com
insuficiéncia, sintomaticos (NYHA 11, 111 e 1V) com funcédo ventricular esquerda normal
(fracdo de ejecdo > 60% e didmetro endossistolico de ventriculo esquerdo < 45mm), ou
com disfuncdo leve de ventriculo esquerdo (fracdo de ejecdo 50-60% e diametro
endossistolico de ventriculo esquerdo 45-50mm) ou moderada (fracdo de ejecdo 30-50%
e didmetro endossist6lico de ventriculo esquerdo 50-55mm). Foram incluidos pacientes
ja submetidos a cirurgia de comissurotomia mitral, e que concordasse em participar do

estudo (através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE).

Foram excluidos do estudo pacientes candidatos a valvotomia percutanea ou

cirurgia para reparo valvar; portadores de outras doencas cardiovasculares que tivessem
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indicacdo cirdrgica (doenca coronariana obstrutiva, aneurismas de ventriculo esquerdo,
anomalias cardiacas congénitas ciandticas ou aciandticas); ja operados com troca valvar
mitral (auséncia de tecido valvar mitral nativo); ndo concordancia em participar do

estudo.

Esses foram internados e submetidos aos exames pré-operatdrios de rotina em
cada instituicdo. Previamente informados e consultados a respeito de seu consentimento
em participar do estudo, preencheram e concordaram com o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 1). Dados pessoais e epidemiolégicos dos pacientes
foram colhidos, bem como algumas informacdes a respeito da sintomatologia e
classificacdo funcional (NYHA) ecocardiograficas (valvopatia mitral predominante,
estimativa de area valvar, estimativa de pressdo sistdlica pulmonar, area do orificio

regurgitante efetivo, volume regurgitante).

Imediatamente ap0s a sua retirada, o segmento da valvula obtido era
fragmentado obedecendo o seguinte: considerando toda a extensdo do fragmento
retirado, esse sempre tinha tecido valvar da extremidade livre até proximo ao anel
mitral; esse tecido valvar era, entdo, separado em 3 segmentos grosseiramente iguais em
tamanho, nomeados M1, M2 e M3 (Figura 1): o primeiro proximo do anel mitral, o
terceiro na extremidade, em contato com a cordoalha tendinea, e o segundo na regido
intermediaria. Tal divisdo pretendia a diferenciagdo em regifes que sdo,

macroscopicamente, distintas quanto ao seu acometimento pela doenga reumaética,

unicamente para analise histoldgica.

Figura 2. Vaélvulas  Mitrais
Reuméticas. Fragmento retirado em
cirurgia do paciente 9. Encontraram-
se musculos papilares
macroscopicamente  fibrosados e
calcificados, além de calcificacdo e
retracdo dos folhetos anterior (a
direita na foto) e posterior (a
esquerda). Autor: Edmilson B. de
Moura, 2006.
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1V. 3. Métodos

1V. 3. 1. Histologia

Todas as valvulas retiradas e fragmentadas foram fixadas em solucdo de
formalina neutra 10% (pH 7,0), sendo posteriormente submetidas a descalcificacéo,
inclusdo em parafina e corte ao Micrétomo, a uma espessura de 4uc. A coloragdo foi
feita pela técnica de hematoxilina e eosina. Cada segmento foi analisado quanto a
presenca de fibrose, calcificacdo, ossificagdo, neoformacdo vascular e infiltrado

mononuclear.

1V. 3. 2. Extracao RNA total

A extracdo do RNA total das 27 amostras foi realizada por meio da utilizagdo do
reagente Trizol® (Total RNA isolation Reagent - Invitrogen®). O RNA total de trés
diferentes fragmentos das trés regiGes da valvula mitral (M1, M2 e M3) foi extraido

separadamente usando 100pL do reagente TRIZOL.

Esse método consiste na maceracdo de aproximadamente 100pg de tecido valvar
(previamente congelado a -80°C), com motor manual (Motor Cordless - Kontes) em
capela de fluxo laminar. Uma vez homogeneizado, o tecido foi submetido a repetidas
centrifugagdes, purificagdo com cloroférmio, precipitagdo com isopropanol e limpeza
com etanol 75%.

1V. 3. 3. Quantificacdo do RNA por espectrofotometria

Foi realizada a diluicdo de 4uL RNA em 196uL de agua milliQ, totalizando
200uL de solugdo. Essas amostras foram colocadas em cubeta especifica e analisadas no
Espectrofotometro (UV-1601 - UV Visible Spectrophotometer — Shimadzu
Corporation). Os valores de absorbancia encontrados foram analisados de acordo com a
formula: [RNA (ug/mL)] = 40 x A260 x dilui¢do / 1000 (Maniattis). A avaliagdo de
pureza foi feita por meio da raz&o entre os valores de absorbancia obtidos a 260nm e
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280nm (A260 / A280), sendo consideradas viaveis as amostras com valores entre 1,6 e
2,6.

1V. 3. 4. Obtencdo de cDNA

Pela reacdo de transcriptase reversa (RT) foi obtido o cDNA total dos 27
pacientes analisados. Para essa reacdo foi utilizado o RNA, extraido pelo método do
Trizol, e ajustado para uma concentragdo final de 1pg/ul por regra de trés simples. Foi
seguido o procedimento recomendado para o kit ImProm-11™ Reverse Transcriptase, da

Promega. O oligonucleotideo oligodT (dTis) estava concentrado a 0,5 pg.

1V. 3. 5. Amplificacdo do DNA por PCR

A partir dos cDNAs produzidos, foram realizadas reacdes de PCR para detecgéo
da expressdo dos genes de interesse nos fragmentos valvares dos pacientes analisados.
Dessa forma, foram construidos primers especificos para a ET-1 (seqiiéncia NM 001955
i110624717 - NCBI), ETa (seqiiéncia NM 001957 gi4503464 - NCBI) e ETg
(seqiiéncia NM 000115 gi4557546 - NCBI). Como controle constitutivo das amostras
foi utilizado o gene GAPDH (BC029640). Todos os primers foram diluidos para
concentragdo de 10mM. Foram utilizados os reagentes da Invitrogen para a reagéo, na
qual usou-se 1,25U de Taq DNA polimerase (5U/ul), 0,25uM de cada primer ¢ dNTPs
concentrados a 0,1mM cada. Os programas para amplificacdo utilizados foram definidos
de acordo com o Certificado de Analise da empresa fabricante dos primers (Invitrogen
Brasil LTDA.). O volume final da reagdo foi de 10uL, sendo essas realizadas em
triplicata. Todas as amostras analisadas foram verificadas em gel de agarose 1%.

Para as reacdes de PCR com o gene GAPDH, foram utilizadas 23 amostras; para
0s genes ETRB e ETRA foram analisadas 20 amostras, enquanto para a ET-1, 19
amostras foram verificadas. A quantidade de amostras utilizadas nas reacdes de PCR,
para cada gene especifico, variou tendo em vista que determinados pacientes
apresentavam uma concentracdo reduzida de material bioldgico — limitante para as
analises moleculares — além de alguns estarem comprometidos com pesquisas mais
complexas envolvendo PCR em tempo real — dai a necessidade de se poupar esse

material bioldgico.
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1V. 3. 6. Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

Apos as amplificagdes, o volume SuL de cada amostra foi analisado através de
eletroforese em gel de agarose 1%, acrescidos de brometo de etidio 5mg/ml e tampéo de

amostra (azul de bromofenol) 6x.

1V. 4. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do teste exato de Fisher. E
um teste da classe dos testes exatos, onde o p-valor é calculado como se os totais
marginais fossem fixos, e é considerado significativo se inferior a 0,05. Foi examinada a
correlacdo entre a presenca do gene da ET-1 e seus receptores A e B e 0 sexo dos
pacientes, as faixas etarias inferior e superior a 50 anos, 0s diversos sintomas

apresentados.
Foi feita, também, uma analise comparativa entre os grupos de pacientes

valvopatas mitrais, mitro-adrticos e pacientes reoperados, no tocante a presenca dos

mencionados genes, utilizando-se o teste do .
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V. RESULTADOS

A amostra final foi de 27 pacientes, submetidos a tratamento cirdrgico entre 0s
meses de marco de 2006 e setembro de 2007, de acordo com os critérios de incluséo e
exclusdo definidos previamente. Dois deles foram operados no Hospital de Base do DF
e 25 no Instituto do Cora¢do do DF. Todos os pacientes consentiram em participar do
trabalho. Quinze pacientes foram do sexo feminino e 12 do masculino, com uma média
de idade de 46,2 anos (16-67 anos; DP: 12,6 — tabela 1). Do total da amostra, apenas 10
pacientes (3, 4, 7, 9, 11, 18, 20, 22, 24, 25 - 37% dos pacientes) conseguiram determinar
o tempo de sua doenga, que variou entre 4 meses e 45 anos (tempo médio de 12 anos).
N&o houve ébito transoperatorio, pos-operatdrio ou hospitalar.

Dos dados individuais colhidos, observou-se pacientes nas quatro classificacdes
funcionais (NYHA), assim distribuidos: um paciente na CF | (paciente 21 - 3,7% da
populacdo); quatorze pacientes na CF Il (pacientes 1, 2, 3, 7, 9, 10, 11, 16, 17, 18, 19,
20, 24 e 26 — 51,8%); onze na CF 11l (pacientes 4, 5, 6, 8, 13, 14, 15, 22, 23, 25 e 27 -
40,7%) e um paciente na CF IV (paciente 12 - 3,7%). Em termos de prevaléncia de
lesdo valvar, observamos dupla leséo em 19 pacientes (70,3%), cinco pacientes com
insuficiéncia valvar pura (18,5%) e os trés restantes (11,2%) com estenose valvar pura
(tabela 1).

Os dados ecocardiogréficos obtidos foram a area valvar, o gradiente transvalvar
mitral e a pressao sistolica da artéria pulmonar (nos casos de estenose mitral), e volume
regurgitante e orificio regurgitante efetivo (na insuficiéncia mitral). Os achados
revelaram uma area valvar média de 1,1cm® (DP: 5,3; 0,6-1,9 cm? — dados de todos os
22 pacientes), o gradiente transvalvar médio de 14,8mmHg (DP: 6,9; 6-32mmHg —
dados de 20 dos 22 pacientes, 90,9%), pressao sistolica média da artéria pulmonar
55,9mmHg (DP: 16,4; 21-100mmHg — dados de 21 dos 22 pacientes, 95,4%), volume
regurgitante médio de 88,3ml (DP: 61,3; 58-209ml — dados de 6 dos 24 pacientes, 25%)
e orificio regurgitante efetivo médio de 0,47 cm® (DP: 0,26; 0,27-1 cm® — dados de 6
dos 24 pacientes, 25% - tabela 1).
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Tabela 1. Dados ecocardiograficos dos pacientes.

Sexo ldade CE Disfuncéo Area

Paciente (NYHA) valvar \(/;:1'/_?; G.T.M. PSAP V.R. O.R.E.
1 M 43 2 D 1 17 55 - -
2 F 54 2 I 1,9 7 56 83 0,5
3 M 16 2 I - - - - 0,27
4 F 51 3 D 11 10 40 - -
5 F 49 3 D 1,9 8 51 58 -
6 F 22 3 D 0,6 13 60 - -
7 M 35 2 D 14 12 - - -
8 F 67 3 D 1 14 56 209 1
9 M 62 2 D - 9 70 -
10 F 50 2 D 0,9 19 - - -
11 F 47 2 D 1 - 51 - -
12 M 62 4 I - - 63 - -
13 F 63 3 D 0,9 17 71 - -
14 F 44 3 D 0,9 14 40 - -
15 M 39 3 D 11 9 21 - -
16 F 51 2 D 1 18 55 76 0,4
17 F 59 2 D 1 32 75 - -
18 M 46 2 D 14 12 100 - -
19 F 50 2 E 0,8 22 74 - -
20 M 38 2 I - - 35 68 0,4
21 M 52 1 I 3,1 5 49 36 0,3
22 F 26 3 D 14 - 46 - -
23 M 49 3 D 1 11 55 - -
24 F 52 2 E 0,9 12 44 - -
25 F 39 3 D 0,8 28 64 - -
26 M 54 2 D - - - - -
27 M 30 3 E 1 23 - - -
Média 1,1 14,8 55,9 88,3 047
Desvio padréo 5,3 6,9 16,4 61,3 0,26

CF (NYHA): classe funcional (New York Heart Association); I/E/D: insuficiéncia valvar/estenose
valvar/dupla lesdo valvar; PHT: pressure half-time; G.T.M.: gradiente transvalvar médio; PSAP:
pressdo sistélica da artéria pulmonar; V.R.: volume regurgitante; O.R.E.: orificio regurgitante

efetivo.

As manifestacdes clinicas mais comuns foram a dispnéia (25 dos 27 pacientes,
92,5%), a dor toracica (9 pacientes, 33,3%), a dispnéia paroxistica noturna (7 pacientes,
25,9%), o edema de MMII (3 pacientes, 11,1%) e a ortopnéia (em 3 pacientes, 11,1%).
As palpitacBes apresentaram-se em 2 pacientes (7,4%) e a taquipnéia e 0S escarros
hemoptdicos manifestaram-se cada qual em apenas 1 paciente (3,7%). Um paciente se
dizia assintomatico durante a internacéo (tabelas 2, 3 e 4; figura 3).
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Figura 3. Prevaléncia dos sintomas nos individuos.

Hemoptdicos [ 1
Taquipnéia |1 1

PalpitagGes 2

Ortopnéia 3
Edema MMII 3
DPN 7
Dor toracica 9
Dispnéia 25
0 5 10 15 20 25

Tabela 2. Dados clinicos e anélise molecular individualizada dos pacientes com
acometimento valvar unicamente mitral.

Paciente CF (NYHA) Gravidade Sintomatologia ET-1 ETRA ETRB

1 2 Moderado 1 + + +
5 3 Grave 1,2,3 + +

6 3 Grave 1,3,5 +

9 2 Grave 1,2,3,5,6 + + +
10 2 Grave 1

12 4 Grave 1,3,5 + + +
13 3 Grave 1 + +
15 3 Grave 1,2 +

16 2 Grave 1,2 +

17 2 Moderado 1

18 2 Grave 1,8 +

19 2 Grave 1,7

24 2 Grave 1,3 +

25 3 Grave 1

26 2 Moderado 1 + +

30

CF (NYHA): classe funcional (New York Heart Association); gravidade: classificacdo
ecocardiogréafica; sintomatologia: dispnéia (1); dor tordcica (2); dispnéia paroxistica noturna (3);
edema MMII (4); ortopnéia (5); hemoptoicos (6); palpitacdes (7); taquipnéia (8). ET-1 (+): presenca
do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina; ETRB (+):

presenca do gene do receptor B da endotelina.
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Tabela 3. Dados clinicos e anélise molecular individualizada dos pacientes com
acometimento valvar mitro-adrtico.

Paciente (N$E|A) Gravidade Sintomatologia EI' ETRA ETRB

3 2 Moderado 2 + +

7 2 Grave 1 +

11 2 Grave 1,2

14 3 Grave 1,2,4 + +

20 2 Grave 1,2,7 +

21 1 Grave - + +
27 3 Grave 1

CF (NYHA): classe funcional (New York Heart Association); gravidade: classificacdo
ecocardiogréafica; sintomatologia: dispnéia (1); dor toracica (2); dispnéia paroxistica noturna (3);
edema MMII (4); ortopnéia (5); hemoptoicos (6); palpitacdes (7); taquipnéia (8). ET-1 (+): presenca
do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina; ETRB (+):
presenca do gene do receptor B da endotelina.

Tabela 4. Dados clinicos e analise molecular individualizada dos pacientes submetidos
a reoperacgédo mitral

Paciente (N$E|A) Gravidade Sintomatologia EI' ETRA ETRB
2 2 Grave 1,34 + +
4 3 Moderado 1
8 3 Grave 1 + +
22 3 Grave 1,2 + + +
23 3 Grave 1,3,4 + +

CF (NYHA): classe funcional (New York Heart Association); gravidade: classificacdo
ecocardiogréafica; sintomatologia: dispnéia (1); dor toracica (2); dispnéia paroxistica noturna (3);
edema MMII (4); ortopnéia (5); hemoptoicos (6); palpitacdes (7); taquipnéia (8). ET-1 (+): presenca
do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina; ETRB (+):
presenca do gene do receptor B da endotelina.

No tocante a abordagem cirdrgica, foram submetidos a reoperagdo cinco
pacientes (18,5% - pacientes 2, 4, 8, 22 e 23), enquanto os demais (22 pacientes, 81,5%)
foram abordados cirurgicamente pela primeira vez. Daqueles reoperados, o tempo
médio desde a primeira cirurgia foi de 12,2 anos (DP: 6,3; paciente 22: 5 anos, paciente

2: 9 anos; paciente 23: 10 anos; paciente 8: 16 anos; paciente 4: 21 anos).

A quantificacdo de RNA (tabela 1 - anexo) mostrou uma razdo entre
absorbancias dentro do intervalo considerado adequado. Vinte e trés amostras foram

submetidas a realizagdo de cDNA.
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A qualidade do cDNA sintetizado bem como a reagcdo de PCR desenvolvida
foram analisadas por meio da amplificacdo do gene constitutivo GAPDH, em 23 das 27
amostras estudadas. Verificou-se uma amplificacdo positiva, por meio de analise em gel
de agarose 1%, para esse gene em todos 0os cDNA sintetizados.

As analises referentes ao receptor A da endotelina revelaram a expressao desse
gene em 20 pacientes analisados por meio da técnica de PCR — 74% do total de
pacientes utilizados no estudo e 100% das amostras analisadas molecularmente.

A expressédo do receptor B da endotelina foi detectada em 7 amostras (35% dos

20 pacientes analisados), como demonstrado nas Tabelas 2, 3 e 4. A endotelina 1
apresentou amplificacdo positiva em 12, das 19 amostras analisadas (63,15%).

28



V. 1. Histologia

Apos a coleta dos fragmentos valvares, doze deles foram submetidos a incluséo
em parafina e coloragdo pela técnica de hematoxilina e eosina. Posteriormente,
analisadas quanto a presenca de fibrose, calcificacdo, ossificacdo, neoformacao
vascular, infiltrado mononuclear. Foram feitas laminas, identificadas como M1, M2 e
M3, dependendo da disponibilidade de material, priorizando a utilizagdo do material
para as etapas de extracdo de RNA e subsequentes.

Observou-se uma grande quantidade de fibrécitos, tecido conjuntivo denso,
fibras colagenas do tipo | (eosinofilicas) e substancia fundamental extracelular. O tecido
é grosseiramente avascular. Ndo foram encontrados midcitos de Anitschkow ou 0s

caracteristicos nddulos de Aschoff.

Nos fragmentos M3 foi visualizado processo inflamatdrio com celularidade alta
(Figura 6), vascularizagdo do tecido, com capilares permeando-o (destacando-se a maior
vascularizagdo tecidual relativamente as demais éareas — Figura 8), colageno
transformado ou neoformado (hialinizacdo do colageno). Observou-se fibroblastos,
linfécitos, e areas de calcificagdo distréfica (necrose do tecido com depdsito). Nas
laminas de segmento M2 os achados foram semelhantes, com zonas de cicatrizag&o,
pequenos focos de inflamacg&o e células mais afastadas entre si; também foi visualizada
ossificacdo (Figura 9). Na analise histologica do segmento M1, foram encontrados as
mesmas caracteristicas ja citadas anteriormente, exceto pela auséncia de calcifica¢do ou

ossificagcdo. Em termos de achados histolégicos individuais, foi encontrada (Tabela 5):
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Tabela 5. Dados histolégicos individualizados dos pacientes.

Histologia
Paciente Fibrose Neoformacéo Vascular Infiltrado de Mononucleares Calcificacdo Ossificacdo
M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
2 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X
8 X X X X X
9 X X X X X X X
10 X X X
11 X X X X X
12 X X X
13 X X
14 X X X X
15 X X X X X
22 X X X X X X

M!/M2/M3: fragmentos extraidos em regifes proximas ao anel mitral,
intermediaria e proxima a borda livre valvar, respectivamente; “X”: presenca do
achado histologico.

e Fibrose em todos os pacientes nas amostras M3 (2, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 16,
25, 26); em 10 pacientes nas amostras M2 e M1 (2, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 25,
26), 83,3% do total de pacientes analisados (figuras 3 e 5).

e Neoformagdo vascular em 9 pacientes (2, 5, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 22), 75% do
total de pacientes analisados; encontrada em duas amostras M1 (22,2%), quatro
amostras M2 (44,4%), cinco amostras M3 (55,5%) e em dois pacientes (11 e 15
— 22,2%), foi encontrada em dois fragmentos simultaneamente (M1/M3 e
M2/M3, respectivamente — figura 7).

e Infiltrado de mononucleares em 6 pacientes (2, 5, 6, 8, 9, 22), 50% do total de
pacientes analisados; encontrado em uma amostra M1 (16,6%), trés amostras
M2 (50%), duas amostras M3 (33,3%) e em nenhum paciente foi encontrado em
dois ou mais fragmentos simultaneamente (figuras 3 e 6).

e Calcificagdo em 3 pacientes (9, 13, 22), 25% do total de pacientes analisados;
ndo foi encontrada em amostra M1, encontrada em uma amostra M2 (33,3%),
duas amostras M3 (66,6%) e em nenhum paciente foi encontrado em dois ou
mais fragmentos simultaneamente (figuras 3 e 4).

e Ossificacdo em apenas uma amostra (M2) do paciente 9, 8,3% do total de

pacientes analisados (figura 8).
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Figura 4. Corte histoldgico do folheto valvar mitral anterior, mostrando calcificacéo,
fibrose e infiltrado mononuclear. HE, 200x. Paciente 9, segmento M2. UnB-FM, 2006.

Figura 5. Corte histoldgico do folheto valvar mitral anterior, mostrando calcificacéo.
HE, 400x. Paciente 9, segmento M2. UnB-FM, 2006.
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Figura 6. Corte histologico do folheto valvar mitral anterior, mostrando fibrose. HE,
100x. Paciente 8, segmento M3. UnB-FM, 2006.

Figura 7. Corte histologico do folheto valvar mitral anterior, mostrando infiltrado de
mononucleares. HE, 400x. Paciente 9, segmento M2. UnB-FM, 2006.
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Figura 8. Corte histolégico do folheto valvar mitral anterior, mostrando neoformagéo
vascular. HE, 200x. Paciente 8, segmento M3. UnB-FM, 2006.

Figura 9. Corte histologico do folheto valvar mitral anterior, mostrando ossificagdo. HE,
200x. Paciente 9, segmento M2. UnB-FM, 2006.
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A andlise estatistica dos dados obtidos ndo mostrou correlacdo, dentro da
populacdo analisada, entre a presenca dos genes de ET-1, ETRA e ETRB com a faixa

etaria superior ou inferior a 50 anos, ou com o sexo dos pacientes (tabela 6).

Tabela 6. Dados do p-valor, faixa etaria e sexo x presenca dos genes (teste exato de
Fisher).

ET-1 ETRA ETRB
Faixa etaria 0,69 0,67 0,20
(<50,>50 anos)
Sexo 0,70 0,09 0,18

ET-1: presenca do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina;
ETRB: presenca do gene do receptor B da endotelina.

A relagdo entre os diversos sintomas e a presenca do gene da ET-1 nédo foi
estatisticamente significativa, como também néo foi a presenca do ETRB (tabela 7).

Tabela 7. Dados do p-valor, sintomas x presenca dos genes (teste exato de Fisher).

Sintomas ET-1 ETRA ETRB
Dispnéia 0,65 0,06 0,42
Dor torécica 0,55 0,69
DPN 0,08 0,49
Edema MMII 0,05 0,45
Ortopnéia 0,54 0,54
Hemoptdicos 0,40 0,22
PalpitacOes 0,49 0,59
Taquipnéia 0,59 0,77

ET-1: presenca do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina;
ETRB: presenca do gene do receptor B da endotelina.

Também ndo houve associacao estatistica entre a presenca ou ndo dos genes da
ET-1, ETRA e ETRB entre os subgrupos de pacientes (valvopatas mitrais, mitro-
adrticos e pacientes reoperados -tabela 8).
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Tabela 8. Dados do p-valor, subgrupos x presenca / auséncia dos genes (teste x?).

Subgrupo ET-1 ETRA ETRB
Mitral
Mitro-aortico 0,08 0,94 0,60
Reoperado

ET-1: presenca do gene da endotelina-1; ETRA: presenca do gene do receptor A da endotelina;
ETRB: presenca do gene do receptor B da endotelina.
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VI. DISCUSSAO

O estudo mostrou a expressdo do gene da endotelina-1 em 12 das 19 amostras
analisadas (63,15%) e de seu receptor A em 20 pacientes analisados por meio da técnica
de PCR - 74% do total de pacientes utilizados no estudo e 100% das amostras
analisadas pela técnica mencionada. A expressdo do gene do receptor B foi mais
modesta (sete das 20 amostras analisadas — 35%).

As valvas extraidas encontravam-se, invariavelmente, com os classicos achados
de fibrose com ou calcificacdo, espessamento, retracdo, bem como fusdo de comissuras
e cordoalhas tendineas®. Foi possivel observar a heterogeneidade nos segmentos
valvares, no tocante a presenca de achados histoldgicos tipicos da doenga reumatica.
Estudo semelhante ja abordou tal aspecto na literatura, considerando, no entanto, a
composicao de diferentes segmentos em sua sec¢do longitudinal (extremidade livre até

sua inserc&o no anel mitral**

). Sabe-se que a ET-1 tem importante funcéo reguladora na
deposicéo de coldgeno nos tecidos®®; resta-nos definir se 0 aumento da composicéo
tecidual de colageno tem algum tipo de efeito sobre a presenca ou aumento da

concentragdo da ET-1 e seus receptores.

A etapa de extracdo do RNA das amostras demonstrou a expressao desses Varios
genes nas valvas mitrais. Nao existe protocolo para a maceragao de tecido biologico téo
endurecido, pela abundancia de fibrose tecidual (resultante da propria degeneragdo
caracteristica da doenca). O processo requeria perda e degradagdo minimas do
fragmento (muitas vezes exiguo). Alguns metodos tem sido indicados na literatura
recente, mas em valvas ndo-reumaticas’®. O tecido estudado era pouco celularizado,
contendo grande quantidade de colagenos e elastina, e células mesenquimais (como
miofibroblastos e midcitos cardiacos) em pequena quantidade. Isso influenciou
decisivamente na obtencdo do RNA, ja que esse é oriundo dessas ultimas. A amostra de

RNA resultante, invariavelmente, foi escassa.

O achado mais importante desse estudo foi a presenca de ETRA em todas as
amostras submetidas a anélise molecular. Tal resultado talvez se justifique por ser esse
0 receptor predominante nos miécitos cardiacos’; além disso, justificaria transformages

tipicas da doenca, sendo esse receptor correlacionado com processos inflamatorios,
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exuberantes na doenca reumatica em sua fase exsudativa, e também presentes na fase

proliferativa’.

Os receptores B foram encontrados em poucas amostras da série, conforme
podemos observar nas tabelas 2, 3 e 4. Como ja discutido, a manifestacdo de tais
peptideos ocorre em células endoteliais e epiteliais responsaveis pela modulagdo da
resisténcia vascular e natriurese, entre outros®”®. Além disso, tais receptores
caracterizam-se pela rapida dessensibilizacdo e internalizacdo, cujos resultados na
concentracéo tissular sdo pouco estudados’’. O tempo de convivio com a doenca valvar
reumdtica, associado a outras caracteristicas individuais, podem ser possiveis
determinantes da manifestagdo de gene do ETRB no tecido valvar mitral. Essa
afirmacdo demandard pesquisa especifica nesse sentido, e ndo foi enfoque de nosso
trabalho. Além disso, dependeré da coleta fidedigna de dados epidemiol6gicos, como o
tempo de doenca. Essa informacgdo, todavia, foi de dificil obtencdo, j& que muitos
pacientes ndo sabem relatar com precisdo quando adquiriram a doenca, diferentemente
do que se observa em outros estudos®. Muitos definem tempo de doenca como tempo do
diagnostico dessa, ou do inicio dos sintomas, ndo sabendo determinar precisamente o

episodio inicial ou mesmo a presenca de surtos no periodo.

Conforme avaliado na tabela 5, os pacientes reoperados nessa série foram, em
sua maioria, mulheres. Dentre elas (80%, quatro dentre cinco pacientes), setenta e cinco
por cento (trés entre as quatro mulheres) encontravam-se na menopausa (pacientes 2, 4 e
8). Nao obstante tratarem-se de numeros inexpressivos, a condigdo hormonal
diferenciada dessas pessoas pode ser a responsavel pelas mudancas na expressdo dos
genes codificadores dos peptideos do sistema de endotelinas. Sabe-se que o estrdgeno,
cujos niveis se reduzem na menopausa, inibe a sintese da ET-1 pelo endotélio®;

consequentemente, a producgéo de ET-1 estaria, teoricamente, aumentada.

Conforme ja destacado anteriormente, pode ocorrer mudanga fenotipica de um
subtipo de receptor de ET para outro de acordo com condi¢Ges encontradas in vitro nas
culturas de células musculares lisas vasculares e, se essas expressarem ETRB, a ET-1
torna-se um mitégeno mais potente em tais células™®. Ndo sabemos se isso se repete in
vivo ou em outros tecidos (como o valvar), nem qual é seu real impacto sobre a

producdo desses receptores. Entretanto, pode existir uma conexdo entre 0
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remodelamento arterial e hipertrofia ventricular’® e o predominio de um subtipo de
receptor sobre o outro. Tal afirmacdo depende, ainda, de novas pesquisas, que abordem
a busca desses peptideos em tecido mitral.

Devido a auséncia de estudos identificando a ET-1 e seus receptores alvo em
tecido mitral, desconhece-se se a presenca daquela inibe a formacdo desses, conforme ja
identificado em valvas adrticas’®. Esse comportamento poderia justificar, em parte, 0s
resultados encontrados no atual estudo, onde a presenca da ET-1 promoveria um
feedback negativo na producdo do ETRB. No entanto, por ser o presente estudo apenas
de quantificacdo de genes dos citados peptideos, essa observacdo necessita de

comprovagéo.

Dentro da populacdo estudada, ndo observamos associagdo estatistica entre as
variaveis destacadas e a presenca dos genes em questdo. Os testes mostraram uma forte
tendéncia de que haja associacdo entre a presenca desse gene e as variaveis edema de
MMII (p=0,056) e dispnéia paroxistica noturna (p=0,084). No entanto, seja pela
pequena amostra, seja pelo valor de p, ndo podemos afirmar tal correlagéo.

A busca da cura da cardiopatia valvar reumatica por intermédio de agentes
farmacol6gicos, em substituicdo a troca valvar ou valvoplastia cirurgicas, ainda carece
de pesquisa e permeia diversos setores da salde publica. O controle dos surtos de
estreptococcia, através de medidas sanitarias, seria um bom comeco. O diagndstico
precoce, determinando menor ou nenhum comprometimento da valva e de seu aparelho
subvalvar, permitiria o tratamento de inimeros individuos de maneira menos onerosa. A
identificacdo de valvopatas em risco, por um acompanhamento ambulatorial regular,

encaminharia-os ao tratamento invasivo, antes do surgimento de complicacdes.

Talvez a unido de estratégias adequadas nas politicas de salde as pesquisas
médicas em &reas basicas e clinicas permitam encontrar opc¢des as terapéuticas atuais.
Nesse contexto, possivelmente o sistema de endotelinas e seus antagonistas venham
colaborar, limitando a reacdo inflamatdria valvar, modulando a vasorreatividade e

modificando o curso fisiopatoldgico e clinico da valvopatia reumatica.
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VII. CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo mostrou que todos os pacientes (submetidos a
analise molecular), independentemente das caracteristicas individuais (sexo, idade,
classe funcional, alteracdo valvar mitral), expressaram a presenca do gene do receptor
A. Daqueles pacientes reoperados, quatro sdo mulheres e menopausadas; uma delas
encontrava-se em idade fértil e expressou os trés genes estudados. N&o houve diferenca
estatistica quanto a expressdo dos genes da ET-1 e seus receptores, entre 0s subgrupos
estudados (valvopatas mitrais, mitro-adrticos e pacientes reoperados). Observa-se que
houve uma tendéncia a maior presenca de ET-1, na populacdo estudada, naqueles
pacientes com edema de membros inferiores e dispnéia paroxistica noturna. Entre eles,

houve um maior nimero de mulheres.

A busca de resultados que confirmem a participacdo da valva mitral reumatica
como sitio produtor de ET-1 e receptores A e B, provando ou negando também a
contribuicdo do sistema de endotelinas como auxiliar no processo inflamatdrio que
danifica a valva, suprird importante lacuna no conhecimento da histéria natural da
doenga reumatica. Essas informagdes contribuirdo decisivamente para apontar novas
abordagens e terapéuticas, talvez utilizando antagonistas dos receptores das endotelinas

como adjuvantes no tratamento, trazendo novas expectativas para a doenca reumatica.
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IX. ANEXOS

IX.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Consentimento Informado

(Conforme Resolugde n° 196, de 10/10/96, do Conselfic Naci
atribuigSes conferidas pela Lei n® 8.080, de 15 de setembs

Ey, . RG 3

paciente da Unidade de Cirurgia Cardiovascular do Hospitai de Base de Brasilia - SES, declarc

que consenti espontaneamente em participar do estudo em questio e gue estou ciente de todos

os seguintes aspectos:

e A pesquisa é orientada pela Profé. Yolanda Pacheco Galindo, & reaiizada pelo médico
Edmilson Bastos de Moura, na Universidade de Brasfiia — UnB;

= A pesquisa entituia-se TUDO DE G UE
SEUS RECEPTORES EM VALVA MITRAL REUMATICA™,

car a presenga de receptores de endotelina na

e Ela tem por objetivo determinar e quantifl
iss0 determinard sua presenca ¢ quantidade na

valva mitral retivada durante a oiruig
doenga cardfaca que eu possuo;

- Estou fivre para recusar-me a participar ou refirar meu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo 20 meu cuidado;

« N&o hé qualquer desconforto ou risca adicional, pois frata-se de uma cirurgia valvar
convercion

e Minha doenga, no estégio em que s encontra, tem indicaggo ci (rgica & ndo tem indicago
para outro tratamento isoladamente;

«  Serel acompanhado peia equipe cirirgica durante e apds & internacao, enguanio se fizer
necessario;

. Receberei esclarecimentos sobre a pesquisa durante todo ¢ seu desenvolvimenta;

e Ha a garantia do sigilo que assegure minha privacidade guanio aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa;

Apos explicacio completa e pormenorizada sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
plicaga

métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e © incomodo que esta possa acarretar,

icipac&o voluntéria.

Brasiiia, de de 2006.

Volunthrio:

Pesquisador

1évia— Paciente

2* via - Arquivo da pesquisa
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IX. 2. Tabela 1

Dados da extracdo de RNA total das amostras. UnB-FM, 2006-2008.

M1 M2 M3
Pacientes Quantific. 260 280 Razédo [ ]ug/pl p/[]11pg/ul  Quantific. 260 280 Razdo [ ]ug/pl p/[]1ug/pl  Quantific. 260 280 Razao [ lug/ul p/[]1pg/ul
1 SIM 0,047 0,014 3,3 0,094 10,6 SIM 0,074 0,033 2,2 0,148 6,8 SIM 0,231 0,130 1,8 0,462 2,2
2 SIM 0,066 0,041 1,6 0,132 7,6 SIM 0,002 -0,010 -0,2 0,004 250,0 SIM 0,139 0,068 2,0 0,278 3,6
3 SIM 0,037 0,026 1,4 0,074 13,5 SIM 0,199 0,116 1,7 0,398 2,5 SIM 0,104 0,045 2,3 0,208 4,8
4 SIM 0,105 0,048 2,2 0,210 4,8 SIM 0,082 0,041 2,0 0,164 6,1 SIM (-) 0,028 0,008 3,5 0,056 17,9
5 SIM 0,034 0,02 1,7 0,068 14,7 SIM 0,105 0,066 1,6 0,210 4,8 SIM 0,097 0,059 1,6 0,194 5.2
6 SIM 0,072 0,036 2,0 0,144 6,9 SIM 0,055 0,025 2,2 0,110 91 SIM 0,087 0,038 2,3 0,174 57
7 SIM 0,135 0,066 2,0 0,270 3,7 SIM 0,017 0,006 2,8 0,034 29,4 SIM 0,136 0,079 1,7 0,272 3,7
8 SIM 0,077 0,040 1,9 0,154 6,5 SIM 0,038 0,016 2,4 0,076 13,2 SIM 0,131 0,070 1,9 0,262 3,8
9 SIM 0,131 0,076 1,7 0,262 3,8 SIM 0,052 0,020 2,6 0,104 9,6 SIM 0,058 0,027 2,0 0,116 8,6
10 SIM 0,116 0,051 2,3 0,232 4,3 SIM 0,134 0,074 1,8 0,268 3,7 SIM 0,114 0,051 2,2 0,228 4,4
11 SIM 0,271 0,161 1,7 0,542 1,8 SIM 0,503 0,289 1,7 1,006 1,0 SIM 0,101 0,042 24 0,202 5,0
12 SIM 0,378 0,199 1,9 0,756 1,3 SIM 0,074 0,022 34 0,148 6,8 SIM 0,101 0,040 2,5 0,202 5,0
13 SIM 0,401 0,212 1,9 0,802 1,2 SIM 0,266 0,151 1,8 0,532 1,9 SIM 0,281 0,140 2,0 0,562 1,8
14 SIM 0,081 0,040 2,0 0,162 6,2 SIM 0,088 0,040 2,2 0,176 57 SIM 0,113 0,071 1,6 0,226 4,4
15 SIM 0,048 0,027 1,8 0,096 10,4 SIM 0,137 0,072 1,9 0,274 3,6 SIM 0,078 0,042 1,9 0,156 6,4
16 SIM 0,079 0,039 2,0 0,158 6,3 SIM 0,236 0,137 1,7 0,472 2,1 SIM 0,109 0,061 1,8 0,218 4,6
17 SIM 0,103 0,056 1,8 0,206 4,9 SIM 0,227 0,131 1,7 0,454 2,2 SIM 0,165 0,099 1,7 0,330 3,0
18 SIM 0,113 0,061 1,9 0,226 4,4 SIM 0,079 0,044 1,8 0,158 6,3 SIM 0,287 0,155 1,9 0,574 1,7
19 SIM - - - - - SIM - - - - - SIM 0,090 0,049 1,8 0,180 5,6
20 SIM 0,206 0,121 1,7 0,412 24 SIM 0,135 0,082 1,6 0,270 3,7 SIM 0,313 0,191 1,6 0,626 1,6
21 SIM 0,025 0,004 6,25 0,050 20,0 SIM 0,120 0,056 2,1 0,240 4,2 SIM 0,030 0,001 30 0,06 16,7
22 SIM - - - - - SIM - - - - - SIM 0,080 0,037 2,2 0,160 6,3
23 SIM 0,299 0,158 1,9 0,598 1,7 SIM 0,031 0,016 1,9 0,062 16,1 SIM 0,087 0,064 14 0,174 57
24 SIM 0,488 0,297 1,6 0,976 1,0 SIM 0,06 0,029 2,0 0,120 8,3 SIM 0,156 0,081 1,9 0,300 3,3
25 SIM 0,269 0,156 1,7 0,538 1,9 SIM 0,04 0,028 1,4 0,080 12,5 SIM 0,059 0,037 1,6 0,118 8,5
26 SIM 0,062 0,024 2,6 0,124 8,1 SIM 0,042 0,016 2,6 0,084 11,9 SIM 0,074 0,037 2,0 0,148 6,8
27 SIM 0,328 0,168 2,0 0,656 15 SIM 0,419 0,236 1,8 0,838 1,2 SIM 0,302 0,172 1,8 0,604 1,7
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