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RESUMO

Antecedentes: A resposta inflamatoria associada a cardiopatia reumatica cronica (CRC) ¢
influenciada por polimorfismos génicos e por diversas citocinas circulantes. No entanto, ainda
ndo existem fatores imunologicos ou genéticos que possam ser usados como preditores do
desenvolvimento ou da progressdo das valvopatias. Utilizando andlises de “machine-
learning”, foi avaliada a presenca de marcadores associados a CRC, comparando-se pacientes
com a forma subclinica ou latente da doenca com a CRC manifestada clinicamente,
caracterizada por disfungdo valvar. Métodos: Um total de 212 pacientes foram incluidos no
estudo, 100 com CRC clinica, 77 com CR latente (CRL) (17 “definitivos™ e 60 “borderline”
segundo os critérios da World Heart Federation de 2012) e 35 controles saudaveis, sem
nenhuma cardiopatia. A andlise da presenca de polimorfismos foi realizada para os seguintes
genes: IL2 (rs2069762 G/T), IL4 (rs2243250 C/T), IL6 (rs1800795 C/G), IL10 (rs1800896
T/C), IL174 (rs2275913 A/G), TNF-alfa (rs361525 A/G) e IL23 (rs11209026 A/G). O nivel
sérico de 27 fatores soluveis foi avaliado pelo ensaio BD-Bioplex. Resultados: A mediana de
idade foi de 15 anos (IQR 13-16) no grupo com CRL e de 43 anos no grupo com CRC clinica
(IQR 33-51). Individuos saudaveis eram ligeiramente mais jovens com mediana de idade de
13 anos (IQR 9-15). Niveis soluveis de todas as citocinas estiveram aumentados no plasma de
pacientes com CR latente e clinica em rela¢do aos controles. IL-4, IL-8, IL-1RA, IL-9, CCL5
e PDGF permaneceram no modelo multivariado final como fatores preditores de CRC clinica.
IL-4, IL-8 e IL-1RA foram as citocinas com maior poder de predicdo da CRC clinica. Os
polimorfismos em IL2 e IL4 se associaram a forma clinica da CRC. Nas analises ndo-guiadas,
genoétipos em /L6 (GG+CQ), IL10 (CT+TT), IL2 (CA+AA) e IL4 (CC) foram associados a
CRC clinica. Conclusao: Apesar dos niveis mais altos de todas as citocinas nos individuos
com CRC clinica, IL-4, IL-8 e IL-1RA foram os melhores preditores de doenca clinica,
dissociando CRC clinica e CRL. Polimorfismos nos genes para /L2, IL4, IL6 e IL10, analisados
em conjunto, foram associados a CRC clinica. Dentre os fatores analisados, polimorfismo
funcional e expressdao da citocina IL-4 parecem ter um papel importante que diferencia

pacientes com CRC clinica daqueles com CRL e individuos normais.

Palavras-chave: cardiopatia reumatica; citocina; polimorfismo; interleucina.



ABSTRACT

Background: The inflammatory response associated with rheumatic heart disease (RHD) is
influenced by gene polymorphisms, as well as by the levels of inflammatory cytokines.
However, the identification of immunologic and genetic factors that allow predicting the
establishment and progression of valve disease is still lacking. Using an unbiased machine-
learning analysis, we searched for inflammatory predictive factors amongst patients with latent
RHD and clinical RHD, the later distinguished by the presence of valve disfunction according
with current guidelines. Methods: A total of 212 individuals were included, 77 with latent
RHD (17 definite, 60 borderline according to World Heart Federation criteria), 100 with
clinical RHD followed in an outpatient basis, and 35 with no heart disease. Gene polymorphism
analyses were performed using RT-PCR for the following genes: IL2 (rs2069762 G/T), IL4
(rs2243250 C/T), IL6 (rs1800795 C/G), IL10 (rs1800896 T/C), IL174 (rs2275913 A/G), TNF-
alfa (rs361525 A/G) and IL23 (rs11209026 A/G). Circulating cytokine levels of 27 soluble
factors were evaluated using BD-Bioplex assay. Results: Median age was 15 years (IQR 13-
16) in the latent RHD group and 43 years in the clinical RHD group (IQR 33-51). Healthy
individuals were slightly younger with a mean age of 13 years (IQR 9-15). Serum levels of all
cytokines were higher in clinical RHD and in latent RHD patients than in normal individuals.
IL-4, IL-8, IL-1RA, IL-9, CCLS and PDGF emerged in the final multivariate model as
predictive factors for clinical RHD when compared with latent RHD individuals. 1L-4, IL-8
and ILIRA had the greater power to predict clinical RHD in this scenario. In the univariate
analysis, polymorphisms in /L2 and /L4 were associated to clinical RHD and in the logistic
analysis via lasso, genotypes in /L6 (GG+CG), IL10 (CT+TT), IL2 (CA+AA) and IL4 (CC)
were also associated with RHD. Conclusion: Despite higher serum levels of all cytokines in
clinical RHD patients, IL-4, IL-8 and IL-1RA were the best predictors of clinical disease
presence. An association of polymorphisms in the /L2, IL4, IL6 and IL10 genes were related
to clinical RHD. Amongst the variables analyzed, gene polymorphism and phenotypic
expression of IL-4 appear to have an important role in predicting clinical RHD in relation to

latent RHD and normal individuals.

Key-Words: rheumatic heart disease; cytokine; single nucleotide polymorphism (SNPs);

interleukin.
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1. INTRODUCAO

A cardiopatia reumatica cronica (CRC) ¢ o resultado de lesdes valvares
causadas por uma resposta imunologica anormal a infec¢do pelo estreptococo beta
hemolitico do grupo A, mais comumente a faringite. A febre reumatica aguda (FRA) ¢
o evento que precede a CRC, mas nem sempre ¢ diagnosticada clinicamente. A
fisiopatologia exata pela qual as lesdes valvares ocorrem ainda nao ¢ completamente
conhecida apesar dos avangos recentes nas pesquisas sobre o assunto (2-4). Sabe-se, no
entanto, que ela envolve uma triade, caracterizada pela infecgao pelo estreptococo do

grupo A, hospedeiro geneticamente susceptivel e sua resposta imune anormal (3).

A prevaléncia da CRC, em 2015, foi estimada em 33,2 milhdes de casos e a
doenca foi apontada como causa de 319.000 mortes no mundo. A redugdo na
mortalidade — marcadamente em paises desenvolvidos — em relagdo a dados de 1990
veio acompanhada de aumento na morbidade por insuficiéncia cardiaca (1). No Brasil,
em 2007, foram gastos R$ 157.578.000,00 pelo Sistema Unico de Satide em internagdes
decorrentes de febre reumatica ou CRC, para procedimentos clinicos ou cirtirgicos. Em
relacdo as cirurgias cardiacas realizadas no periodo, 31% abordaram pacientes com

sequelas de febre reumatica (5).

Acredita-se que, em individuos susceptiveis, a semelhanca estrutural entre
antigenos de superficie do estreptococo (especialmente regides do carboidrato N-
acetyl-glucosamina e da proteina M) e proteinas dos tecidos cardiacos leve a reagao
cruzada de células T CD4+ e de linfocitos B. Estas c€lulas, ativadas por reagdo cruzada,
assim como os anticorpos produzidos pelos linfécitos B, se ligariam em estruturas como
a miosina no miocardio ¢ a laminina presente na membrana basal e endotélio das
valvulas cardiacas, o que seria patologico e levaria a inflamacgdo tecidual gerando
estenose e/ou regurgitacao valvar. Tal processo ¢ conhecido como mimetismo

molecular e ¢ a teoria dominante para explicar a fisiopatologia da CRC.

No entanto, algumas observagdes sobre o curso da doenga suscitam dividas em
relacdo a0 mimetismo molecular como mecanismo fisiopatoldgico central. Entre elas
estdo a presenca de autoanticorpos em individuos normais, que ndo apresentam

acometimento valvar, e o fato de que as lesdes histologicas tipicas sdo granulomas
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(nodulos de Aschoff), que sdo um tipo de reagdo inflamatoria focal e cronica provocada
por substancias dificeis de serem degradadas (corpos estranhos, micobactérias, etc) (6).
Esses aspectos, associados a efetividade do tratamento da faringite estreptocdcica e da
profilaxia secundaria (tratamento da CRC) com penicilina, apontam para a relagdo da

bactéria em si ou de partes de sua estrutura com a doenga (6).

O aumento da frequéncia da doenga em familias com casos prévios e o padrao
semelhante de doenga entre irmdos e gémeos monozigoticos apontam para influéncia
genética na susceptibilidade e na manifestagdo da valvopatia reumatica, apesar dessa
relagdo ndo seguir o padrdo mendeliano classico (2). Neste sentido, estudos em
polimorfismos genéticos tém sido realizados na tentativa de identificar fatores de
susceptibilidade as manifestagdes graves da doenga reumatica. Polimorfismos génicos
sdo alteragdes genéticas, seja em numeros de copias, seja em sequéncias de
nucleotideos, presentes em pelo menos 1% na populagdo. Como a resposta imune esta
diretamente associada a patogénese da febre reumatica, estudos de polimorfismos em
genes que codificam para fatores imunoldgicos sdo de grande importancia, tanto para a
identificacao de individuos suscetiveis a apresentagado inicial quanto para a predicao de

progressdo da doenca naqueles com forma subclinica ou latente.

Elucidar essas questoes fisiopatologicas ¢ um passo importante para a redugdo
do impacto da doenca em paises subdesenvolvidos por meio do desenvolvimento de
politicas de rastreamento para detec¢do precoce e de intervengdes que visem evitar
progressdo para disfuncdo valvar. Diagnodstico e tratamento precoces e eficientes sdo
cruciais para que se atinja o objetivo global em relacdo a FRA e a CRC, que seria a sua

erradicagdo (7).

Se o impacto da CRC ja ¢ expressivo nos paises subdesenvolvidos, essa pode
ser apenas a ponta do iceberg. Estima-se que para cada paciente com doenga clinica
existem 3 a 10 com valvopatia latente ou subclinica, diagnosticada por ecocardiograma
de acordo com os critérios definidos por consenso da World Heart Federation (WHF)
publicado em 2012 (7, 8). Ha nova evidéncia de que criancgas detectadas com doenga
latente pelo ecocardiograma estdo sob risco consideravel de evolugao clinica ruim,
especialmente as com doenga moderada a grave definida por critérios ecocardiograficos

(9, 10). Com os novos estudos sobre a historia natural da cardiopatia reumatica
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subclinica, o papel da penicilina na prevengdo de sua progressdo tem suscitado
questionamentos e atualmente encontra-se em avaliagdo em um grande estudo clinico
em Uganda, Africa (GOAL — GwokO Aduno pa Lutino)(11), o que s6 contribui para
aumentar a necessidade de mais pesquisas que visem compreender os mecanismos

genéticos e imunologicos subjacentes a instalagdo e progressao da doencga (12, 13).

Nossa hipotese de trabalho ¢ que a gravidade da CRC estad associada a
polimorfismos em genes que codificam para citocinas, que, por sua vez, interferem com
a expressao fenotipica dessas moléculas. Considerando-se todas essas questdes e a
possibilidade de analisarmos pacientes normais, pacientes subclinicos provenientes do
projeto Programa de RastreamentO de V Alvopatia Reuméatica (PROVAR) — o primeiro
programa de rastreamento ecocardiografico da CRC em larga escala na América Latina
(14)— e pacientes com alteracdes clinicas j4 em acompanhamento ambulatorial, a
analise do perfil imunologico e de susceptibilidade genética desses grupos ¢ uma
interessante oportunidade de pesquisa e de contribuigdo para a literatura mundial sobre

0 tema.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicoes

Quadro 1 — Conceitos principais

Febre @ Reumatica

Aguda (FRA)

Doenca pos-infecciosa causada por uma resposta imune exacerbada a
infeccdo pelo estreptococo beta-hemolitico do grupo A, geralmente
faringite aguda. Trata-se de um quadro sist€émico que pode acometer
coracdo, articulacdes, pele, tecido subcutdneo e cérebro. O
diagnodstico da FRA ¢ baseado nos critérios revisados de Jones e a

doenga pode se repetir com novos surtos infecciosos.

Cardite Reumatica

Inflamagao aguda dos tecidos cardiacos, principalmente das valvas,
que acomete de 50 -70% dos pacientes com FRA. A cardite reumética
aguda pode evoluir com a lesdo valvar cronica, que permanece apos

o episodio inflamatdrio agudo ter se resolvido.

Cardiopatia
reumatica cronica

(CRC)

Lesao valvar cicatricial, progressiva, que persiste apos o0 processo
inflamatorio agudo da cardite reumaética, resultando em insuficiéncia
e/ou estenose valvar. As valvas mais acometidas sdo a mitral e adrtica.
As principais complicagdes da CRC incluem insuficiéncia cardiaca,
acidente vascular cerebral isquémico, endocardite infecciosa e

arritmias como a fibrilacao atrial.

Cardiopatia
reumatica  latente

(CRL)

Lesdo valvar tipica de envolvimento reumatico sem historia clinica
de FRA ou sintomas clinicos de cardiopatia reumdtica. O
diagndstico pode ser feito através da ecocardiografia de rastreamento
ou através da ausculta cardiaca com o achado de sopro patologico de
valva mitral e/ou aortica sugerindo a doenca, que poderd ser

confirmada pela ecocardiografia.

Cardiopatia
reumatica

subclinica

Lesao valvar tipica de envolvimento reumatico sem historia clinica de
FRA ou sintomas clinicos de CRC. Apesar de ser bastante semelhante
a CRL, neste caso o paciente também ndo apresenta achados no exame
fisico que possam sugerir a doenca, sendo o seu diagnostico feito
exclusivamente pela ecocardiografia. Trata-se de um estagio

incipiente da CRC.

Referéncias: (7, 15, 16)
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2.2 Epidemiologia

Em 2015, foram estimados cerca de 33 milhdes de casos de CRC no mundo, sendo mais
de 99% deles em areas endémicas da doenca. Entre essas areas, aquelas com maior prevaléncia
padronizada por idade foram Oceania, Africa subsaariana e Asia (Figura 1), mas dados de

outras regides, como o Brasil, podem estar subestimados

No mesmo ano, 2015, ocorreram aproximadamente 319.400 mortes por CRC no
mundo. Entre 1990 e 2015 a mortalidade pela doenca foi reduzida em 8.1%, mas essa redugdo
veio acompanhada de um aumento da morbidade causada especialmente por insuficiéncia
cardiaca (IC), sendo que os casos estimados de IC grave praticamente dobraram nesse periodo.
A quantidade de anos de vida perdidos por incapacidade, em 2015, foi de aproximadamente
10.513.200 devido principalmente as mortes prematuras (1). Condi¢des socioecondmicas ruins
como mas condi¢des de moradia, aglomeracao de pessoas, e dificuldade de acesso aos servigos
de satide aumentam a exposicao da populaciao ao estreptococo e a disseminagdo do mesmo
(15). No entanto, mesmo em areas em que a infec¢do pelo estreptococo ¢ endémica, menos de
6% das pessoas desenvolve febre reumdtica e as razdes para tal ainda ndo sdo bem
compreendidas. Mulheres apresentam mais CRC, apesar de a FRA ser igualmente prevalente

nos sexos masculino e feminino (15).

Figura 1: Paises em que a cardiopatia reumatica é endémica.

] Endemic
B Nonendemic

-~ OO

A », G- NCE: BRE:. COM: % Alﬁica E: Med.
e |G BN
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Caribbean LCA TTO Persian  SGP
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fI TON

Os paises foram considerados endémicos quando apresentaram taxa de morte de mais de 0.15 por 100.000 pessoas
entre criangas de 5 a 9 anos de idade. ATG: Antigua e Barbuda, BRB: Barbados, COM: Comores, DMA: Dominica,
E. Med.: regido do mediterraneo oriental, FJI: Fiji, FSM: estados federados da Micronésia, GRD: Granada, KIR:
Kiribati, LCA: Santa Liicia, MDV: Maldivas, MHL: Ilhas Marshall, MLT: Malta, MUS: Mauricius, SGP: Singapura,
SLB: Ilhas Salomao, SYC: Seychelles, TLS: Timor-leste, TON: Tonga, TTO: Trinidad e Tobago, VCT: Sdo Vicente
e Granadinas, VUT: Vanuatu, W. Africa: Africa ocidental ¢ WSM: Samoa. Referéncia: Watkins DA et. al. 2017.(1)
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No Brasil, um estudo retrospectivo mostrou que a doencga foi responsavel por mais de
60% dos casos de cirurgia cardiaca para troca valvar em Salvador (17), e aproximadamente
54% dos casos cirurgicos em estudo que avaliou 78.808 pacientes através do Sistema de
Informacgao Hospitalar e Sistema de Informagao sobre Mortalidade(18). Em 2013, houve 5.169
hospitalizagdes relacionadas a FRA e 8.841 relacionadas a CRC. Tudo isso representou um

custo aproximado de 103 milhdes de reais (19).

A cardiopatia reumatica latente (CRL), por sua vez, tem sido uma doenga mais
conhecida e explorada apenas nos ultimos anos apds o advento e uso disseminado no
ecocardiograma. Estudos epidemioldgicos de rastreamento ecocardiografico em criangas e
adolescentes em varios paises demonstraram que a prevaléncia da CRL ¢ até 10 vezes maior
do que a prevaléncia da doenca clinica. A CRL, assim como a clinica, tem predile¢do pelo sexo

feminino (20-23).

No Brasil, o grupo PROVAR estudou a CRL realizando rastreamento ecocardiografico
em escolares de Minas Gerais, com aquisi¢do de imagem por ndo-médicos e interpretacdo a
distancia por especialistas no Brasil e nos EUA através de Telemedicina. O estudou mostrou
prevaléncia de aproximadamente 4,2% para a CRL sendo que 0,5% foram classificados como
CRL definitiva e 3,7% foram classificados como CRL borderline, de acordo com os critérios
ecocardiograficos estabelecidos pela WHF. Como esperado, a prevaléncia da doenga aumentou
com a idade demonstrando mais uma vez o carater progressivo da CRC (24). Atualmente ainda
ndo se recomenda a utilizagdo rotineira do rastreamento ecocardiografico fora do ambiente de
pesquisa, pois as implicagdes clinicas destes achados sdo ainda incertas, e existem duvidas
sobre as taxas de progressdo para doenga clinicamente manifesta. Neste sentido, busca-se a
identificacdo de marcadores prognésticos para pacientes neste estdgio da doenga. Alguns
achados ao ecocardiograma parecem ser capazes de predizer a progressdo ecocardiografica a
curto prazo(10), mas as variaveis associadas ao desenvolvimento de sequelas avancadas ainda

carecem de investigacao.

2.3 Fisiopatologia

A FRA ocorre por uma reagdo do sistema imunoldgico do individuo ao contato com

estreptococo beta-hemolitico do grupo A, em geral, ap6s uma amigdalite. O diagndstico ¢

baseado nos critérios de Jones modificados (Quadro 2), sendo necessaria a presenca dois
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critérios maiores ou um critério maior e dois menores.

A fisiopatologia da FRA ainda ndo foi totalmente esclarecida apesar de avangos
recentes (2, 25). Sabe-se, no entanto, que ela envolve 3 pilares: um hospedeiro geneticamente
suscetivel, mimetismo molecular e reposta imune anormal (26). Desde o século XIX, observa-
se que uma pessoa com historia familiar de febre reumatica tem uma chance significativamente

maior de desenvolver a doenca do que a populagao geral (27).

Apds o contato com o estreptococo, células apresentadoras de antigenos iniciam a
resposta imune adaptativa com a ativacao de células T e de células B incluindo a producao de
anticorpos (IgG e IgM). A partir desse momento, de alguma forma, o sistema imunologico do
hospedeiro passa a reconhecer proteinas do tecido conjuntivo do individuo como estranhas
ativando a reagao cruzada contra os tecidos. Isso ¢ conhecido como a teoria do mimetismo

molecular (28).

A reacdo cruzada autoimune leva a artrite migratoria pela formagdo de
imunocomplexos e a coreia de Sydenham pela ligacdo de anticorpos aos nucleos da base. O
eritema marginado e ndédulos subcutaneos ocorrem pela ligagdo de anticorpos a queratina. No
coragdo, 0 mimetismo molecular envolve proteinas do estreptococo (proteina M e regides do
carboidrato N-acetyl-glucosamina) e proteinas cardiacas (miosina, tropomiosina, queratina,
laminina e vimetina) gerando cardite reumatica. A cardite ocorre em cerca de 60% dos casos
de FRA e envolve predominantemente a valva mitral, podendo acometer também a valva
aortica e, mais raramente, a valva tricispide, com niveis variaveis de regressao das lesdes

valvares agudas (1, 15, 29).

A sequela mais grave desse quadro ¢ a CRC, que corresponde a lesdes valvares
residuais fibroticas e progressivas da cardite. A doenca cursa com grande morbidade levando,
muitas vezes, a necessidade de cirurgia cardiaca para troca valvar. Ainda ndo se sabe
exatamente como essa progressao ocorre € quais os principais fatores relacionados a ela (30,

31).

Em relagdo ao estreptococo, durante a segunda guerra mundial, as cepas isoladas nos
surtos de FRA eram ricas em proteina M e bastante imunogénicas em ratos. Atualmente, no

entanto, percebe-se maior diversidade entre as bactérias isoladas nas areas endémicas em
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regides tropicais com o predominio de cepas associadas a infec¢des de pele, levantando a
suspeita de que cepas associadas a infec¢des cutaneas poderiam sim ser responsaveis por

alguns casos de FRA (32, 33).

2.3.1 Imunologia e genética na cardiopatia reumatica cronica

Uma vez estabelecida a observagdo de que individuos com historia familiar de febre
reumatica tém uma chance maior de desenvolver a doenca (2, 26, 27, 34), nas ultimas décadas,
tem-se tentado estabelecer qual ou quais sdo os tragos genéticos predisponentes usando técnicas

modernas de biologia molecular e genética.

Polimorfismos em genes que codificam proteinas relacionados a resposta imune ja
foram associados a FRA e a suscetibilidade a CRC (Figura 2). Moléculas HLA classe II sdo
expressas na superficie das células apresentadoras de antigenos (APCs) e ativam as células T
desencadeando a resposta imune adaptativa — especifica — contra o estreptococo. O gene que
codifica essa molécula ¢ particularmente polimorfico e mais de uma variante ja foi associada a
doenga, sendo a mais comum o HLA-DR7 (26, 35). Na Africa do Sul e Uganda, o HLA-DR1
¢ o principal (4). Novos estudos usando a tecnologia “genome wide association” estao
analisando o DNA de grandes nimeros de pacientes em busca de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) no intuito de encontrar respostas para as muitas perguntas sobre a suscetibilidade

do hospedeiro (36).
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Figura 2: Polimorfismos génicos associados a cardiopatia reumaitica e proteinas

codificadas por eles (Retirada de Carpetis et al, 2016(15)).

Gene Polymorphism Effect of polymorphism Population

MBL2 -221X,Y (promoter, exon 1) High production of mannose-binding  Brazilian
A(52C, 54G, 57G), protein
O (52T, 544, 57A)
A(52C, 54G, 57G), Low level of MBL2 in sera Brazilian
O (52T, 544, 57A)

FCN2 -086G=A, -602C=A, -G=A (promoter)  Low levels of FCNZ Brazilian

TLRZ 2258A>G (exon 3), resulting in 753 Low level of pathogen recognition Turkish
Arg=Gln

FCGRZA 494A>C (exon 4), resulting in 131 Low ability of receptor to bind Turkish
His>Arg human IgG2

IL1IRN Variable number of tandem repeats Low level of receptor expression Egyptian and
A1, A2 A3, Ad (intron 2) Brazilian

TNF -308G>A (promoter) T,1and T,2 imbalance Mexican, Egyptian

and Brazilian
-238G>A (promoter) High production of TNF Turkish, Mexican
and Brazilian

TGFB1 -509C>T (promoter) T landT 2imbalance Egyptian
-509C>T (promoter) Protection from developing RHD Chinese
869T>C (exon 1). resulting in 10 Association with elevated serum Egyptian
Leu=Pro TGFp1

IL10 -1082G>A (promater) T,1and T 2imbalance Egyptian

CTLA4 49A>G (exon 1) Transmits an inhibitory signalto Tcells  Turkish

HLA Diverse HLA-DR alleles located at Antigen recognition and antigen Several ethnic

classli short arm of chromosome sixat DRB1  presentation to | cells; activation populations
gene, including DR1,DR2, DR3, DR4,  of humoral and cellularimmune
DR5, DR6, DR7 and DR9 responses

Fonte: Retirada de Carpetis et al, 2016(15)

Legenda: CTLAA4: Proteina citotoxica 4 associada ao linfocito T. FCGR2A, receptor Il-a da regido gama Fc de
imunoglobulina de baixa afinidade. FCN2, ficolina 2; HLA, antigeno leucocitario humano; IL10, interleucina-10;
ILIRN, antagonista do receptor da interleucina-1; MBL2: lectina de ligagdo a manose 2. RHD, cardiopatia
reumatica cronica. TGFBI, fator de crescimento transformador beta 1 B1; TH, T helper; TLR2, receptor toll-like
2; TNF, fator de necrose tumoral. Referéncias: (15, 26)

Anticorpos que reagem contra o estreptococo e contra tecidos do hospedeiro em reacao
cruzada sdo implicados na patogénese da CRC. Corroborando a teoria do mimetismo
molecular, esses anticorpos reagem justamente contra a miosina no miocardio ¢ a laminina
presente no endotélio valvar e membrana basal, além de reagirem contra a proteina M e o
carboidrato do grupo A do estreptococo(28, 29). Anticorpos que se ligam as superficies

valvares desencadeiam inflamacao e infiltracao celular no endocérdio.

Ainda em relagdo a imunidade humoral, anticorpos contra o coldgeno tipo I também
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sdo produzidos na FRA(37), mas eles ndo fazem reagdo cruzada. Imagina-se que eles podem
ser produzidos apo6s a liberacao do colageno das valvas cardiacas danificadas pela CRC. Esse
achado levou a formulag@o de hipoteses de mecanismos alterativos ao mimetismo molecular
para explicar a CRC. A doenca poderia ser uma resposta mediada por anticorpos a exposicao
do colageno nas valvas. Provavelmente, o que ocorre, de fato, ¢ que o mimetismo molecular
da inicio ao processo rompendo os mecanismos de auto tolerancia e iniciando a cardite,

enquanto a exposi¢ao do colageno apos o dano valvar inicial confere continuidade ao processo.

A produgdo de IgG que reage com o endotélio valvar leva ao aumento da expressao
(“up regulation”) da proteina 1 de adesao da célula vascular (VCAM1) na superficie endotelial
promovendo a infiltracao de células T no tecido local. Tanto células T CD4+ quanto as T CD8+
infiltram as valvas na FRA, mas as CD4+ predominam na valva inflamada (38). Apenas células
autorreativas, que sao continuamente estimuladas por proteinas valvares sobrevivem no tecido,
produzindo citocinas que permanecem causando inflamagdo e fibrose. A persisténcia das
células no tecido estd também associada "a presenca de fatores de crescimento que mantem sua
sobrevida, como PDGF, VEGF e FGF. Estudos anteriores do nosso grupo mostraram que estes
fatores estdo aumentados no plasma de pacientes com DR grave, e que seus niveis reduzem “a

normalidade apds valvuloplastia (39).

O recrutamento de linfocitos para o tecido valvar acontece em resposta a producgdo de
quimiocinas locais. Aparentemente, a quimiocina CXCL9/Mig ¢ a que esta mais associada ao
recrutamento das células T para o tecido valvar lesionado na CRC (40). A CXCL9/Mig ¢ uma
quimiocina induzida pelo INF-y. Ela se liga ao receptor CXCR3, expresso em varios tipos
celulares, mas presente principalmente em células de memdria. Ja foi levantada a hipotese de
que o bloqueio do CXCR3 poderia ser uma estratégia para controlar a atividade inflamatoria
nas valvas cardiacas, mas muitos estudos ainda sdo necessarios para isso, ja que o bloqueio
pode resultar em prejuizo da fungao das células T efetoras (40). Os estudos sobre a expressao

de quimiocinas ainda sdo escassos e essa ¢ uma das importantes contribuigdes deste trabalho.

Em relacdo a resposta celular, as células auto reativas que infiltram o miocérdio e as
valvas cardiacas reconhecendo proteinas do miocardio e do endotélio valvar apresentam perfil
oligoclonal, ou seja, procedem da linhagem de poucos clones de células T, corroborando a ideia
de que apenas células autorreativas permanecem se multiplicando no tecido valvar (41).

Células T retiradas de valvas com CRC expressam TNF e IFN-y, citocinas que caracterizam
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essas células como o subtipo Thl. Sdo poucas as células presentes nesses tecidos que
expressam IL-4, uma citocina regulatoria produzida pelo subtipo Th2. As células Thl

promovem a formacdo de granulomas na presenca de e IFN-y, contribuindo para a formagao

dos nédulos de Aschoff (41).

A funcdo das células Th17 vem apresentando crescente interesse. Na CRC, ja foram
identificados niveis séricos elevados de IL-17A e de células Th17 (42). As células Th17 se
desenvolvem em infec¢des bacterianas e fingicas e contribuem para a reagdo inflamatoria
aguda contra esses patdgenos, sendo implicadas em diversas doengas inflamatorias inclusive
autoimunes. Sua principal fun¢do € o recrutamento de neutrdfilos (¢ mondcitos em menor
grau), induzindo inflamacdo (43). A diferenciagdo das células T CD4+ em células Th17 esté
intimamente ligada ‘a produgdo das citocinas IL-23 e IL-6 (43). Os antigenos humanos e
bacterianos implicados na reagdo cruzada da imunidade celular sdo semelhantes aos da
imunidade humoral: regides da miosina ¢ da laminina no hospedeiro e proteina M no

estreptococo.

A presenca de células T do subtipo Th2, que pode produzir IL-4, IL-5, IL-13 e
TGF-beta, parece ser protetora contra danos continuos nas valvas. Andlise do tecido
valvar ressecado de pacientes com CRC mostrou que a maior parte das células
mononucleares presentes em regides nao inflamadas produziam mais IL-4 do que as

células em tecidos mais danificados (41).

A interagdo entre as respostas imune inata ¢ adaptativa e entre a imunidade
humoral e celular ocorre pela a¢do e coordenacao de citocinas. O aumento dos niveis
séricos de IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF ja foi verificado em pacientes com FRA e CRC
(44). Nas células tonsilares de pacientes com CRC, niveis de IL-1, IL-2 e TNF sao
reduzidos apesar das cé€lulas mononucleares no sangue desses mesmos pacientes
apresentarem produgdo aumentada dessas mesmas citocinas quando estimuladas. Esses
achados sugerem que a resposta imune muda conforme o compartimento avaliado

apesar das células de defesa estarem persistentemente ativadas (45).

O TGF-beta inibe respostas inflamatorias agudas e leva a cicatrizagdo, fibrose
e angiogénese. Essa molécula é produzida por células do intersticio valvar que

assumem uma func¢ao miofibroblasto-like, sendo que sua produgdo cronica pode levar
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a fibrose e estenose valvar na CRC. O TGF-beta também parece ter papel no
desenvolvimento das células Th17 e continuidade de processos fibroticos. TNF e IFN-
Y, como ja mencionado acima, sdo produzidos pelas células Thl e estdo presentes em

niveis elevados em individuos com doenca (44).

Estudos em polimorfismos nos genes que codificam essas moléculas ainda nao
foram adequadamente avaliados na populagao brasileira, especialmente considerando-

se os parametros de gravidade da evolugdo clinica da doenca reumatica.

2.4 Diagnostico

2.4.1 Diagnéstico da Febre Reumaitica Aguda (FRA)

O diagnostico da FRA ¢ baseado nos critérios de Jones modificados (Quadro 2). Eles
foram atualizados com a inclusdo do ecocardiograma para aumentar sua acuracia diagnostica
(46). Atualmente, o risco populacional do paciente ¢ levado em consideracao, apesar dos
critérios maiores € menores continuarem os mesmos. O objetivo destas recentes modificagdes
seria aumentar a especificidade em populagdes de baixa incidéncia da doenca e a sensibilidade
nas populacdes endémicas (47). Sdo consideradas populagdes de baixo risco aquelas que
apresentam incidéncia de FRA menor ou igual a 2/100.000 em criangas em idade escolar ou

prevaléncia da CRC menor ou igual a 1/1.000 por ano (47).

A tultima revisao, realizada em 2015, trouxe uma importante atualiza¢ao nestes critérios
que foi a inclusdo da cardite subclinica como critério maior para o diagndstico da FRA, frente
aos avangos da ecodopplercardiografia que permitiu a detec¢do dessa entidade (47). Para a
defini¢cdo do diagnostico, além de dois critérios maiores ou um critério maior e dois menores,
¢ preciso haver evidéncia de infecgdo estreptococica recente. Isso pode ser feito por meio da
cultura de orofaringe, da presenca de titulos elevados de anticorpos anti-estreptocdcicos, do
teste rapido para antigeno do estreptococo ou por escarlatina recente. Os anticorpos utilizados
para o diagnéstico sdo a antiestreptolisina O (ASLO) e anti-DNase B, mas esses exames tém
baixa sensibilidade em regides endémicas, onde a o contato com o estreptococo ¢ frequente

(48).

Dentre as manifesta¢des da doenga que constituem os critérios maiores, as mais comuns
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sdo cardite (50-70% dos casos), artrite (35-66%) e coréia (10-30%), sendo que os nddulos
subcutineos e o eritema marginado estdo presentes em menos de 10% dos casos. A coréia de
Sydenham pode se manifestar meses ap0s a infec¢do inicial e por isso sua presenga sem outros
critérios da doenga pode fechar o diagnostico, excepcionalmente. Nos casos de pacientes com
cardite considerada como critério maior, o intervalo PR no eletrocardiograma (iPR) ndo pode
ser entrar como critério menor. As manifestacdes articulares podem ser consideradas como
critério maior ou menor, mas ndo ambos para o mesmo paciente. Em caso do diagnostico de

FRA recorrente, pode-se fazer o diagndstico com apenas 3 critérios menores (47).

Quadro 2 — Critérios de Jones Revisados para o diagnéstico de Febre Reumatica (2015)
A. Critérios maiores

Populagdes de baixo risco Populacées de moderado a alto risco
Cardite clinica ou subclinica Cardite clinica ou subclinica

Poliartrite Poliartrite, monoartrite ou poliartralgia*
Cor¢ia Cor¢ia

Eritema Marginado Eritema Marginado

Nodulos subcutaneos Nodulos subcutaneos

B. Critérios Menores

Populacgdes de baixo risco Populagdes de moderado a alto risco
Poliartralgia Monoartralgia

Febre (>38,5°C) Febre (>38°C)

Provas de atividade inflamatoria: Provas de atividade inflamatoria:
VHS >60mm e/ou PCR >3,0 VHS >30mm e/ou PCR >3,0
Aumento do iPR no ECG Aumento do iPR no ECG

* Considerar poliartralgia como critério maior apenas apds excluidas outras possiveis causas.
Referéncia: adaptado de (47).

A cardite na FRA acomete, principalmente, as valvas mitral e adrtica, possivelmente
pela presenca maior de um centro de tecido conjuntivo envolvido pela camada de endotélio
nessas valvas (49). Cerca de 10% dos pacientes desenvolvem valvulite aguda grave com
insuficiéncias mitral ou adrtica apos o primeiro episddio de FRA. As valvas tricispide e
pulmonar também podem ser acometidas, mas isso ¢ bastante incomum e ocorre apenas na

doenca avangada (50).
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A maioria dos pacientes com CRC avangada ndo relata historia prévia de cardite
reumatica aguda (15). Com isso, o meio cientifico tem focado o interesse na compreensao da
cardite subclinica, detectada ao ecocardiograma, que ja foi incluida na ultima revisdo dos
critérios de Jones. O diagnostico da cardite subclinica ¢ baseado em achados
ecodopplercardiograficos em pacientes com suspeita de FRA e que ndo apresentam sopros na
ausculta cardiaca (47). Os achados ecodopplercardiograficos de alteragdes valvares para o
diagnostico de cardite subclinica sdo semelhantes aos critérios diagndsticos da cardiopatia

reumatica subclinica descritos pela WHF em 2012 (8).

2.4.2 Diagnostico da cardiopatia reumatica latente ou subclinica

Um paciente pode ser diagnosticado com CRC ap6s um episddio de FRA. No entanto,
quase 60% dos individuos que se apresentam com doencga valvar sintomadtica ndo se lembra de
ter tido um episddio prévio de FRA (51). A principal manifestacdo inicial da CRC clinica ¢ a
dispneia aos esforcos entre os 20-50 anos de idade. O diagndstico clinico € baseado na presenga
de sopro patologico na ausculta cardiaca, sendo o sopro de insuficiéncia mitral o mais comum.
A estenose mitral, na maioria das vezes, se desenvolve mais tardiamente como resultado da
inflamacdo persistente que leva a fusdo das comissuras, apesar de existirem casos em
adolescentes, e sua historia natural pode compreender periodos assintomaticos longos, muitas
vezes superiores a uma década, o que torna frequente o diagndstico ja com manifestacdes

clinicas graves(52).

Pacientes com insuficiéncia mitral podem permanecer assintomaticos por até¢ 10 anos
devido as alteracdes anatomicas e fisiologicas compensatérias do ventriculo e atrio esquerdos
antes do desenvolvimento de disfuncdo sistolica. Acometimento isolado das valvas tricuspide
e pulmonar nao sdo caracteristicas da CRC. A doenca também pode ser diagnosticada apos a
manifestacdo de outras complicagdes, como arritmias, eventos embolicos, insuficiéncia
cardiaca aguda ou endocardite infecciosa (3, 16). A suspeita clinica deve ser confirmada com
o ecodopplercardiograma, que vai evidenciar as alteragdes tipicas como aumento da espessura
valvar e do aparato subvalvar, fusdo das comissuras, calcificagdo e restricdo da movimentacao

dos folhetos (53).

Nas ultimas décadas, com o advento e uso amplo do ecodopplercardiograma, a CRC

vem sendo diagnosticada em pacientes completamente assintomaticos. A nomenclatura



28

utilizada para descrever esses casos ainda ndo esta bem estabelecida na literatura, sendo que o
termo ‘“‘subclinico”, em geral, se refere aos casos em que a doenga ¢ diagnosticada pelo
ecocardiograma em um paciente com exame clinico cardiaco normal. O termo “latente” ¢ mais
amplo e inclui qualquer CRC vista pelo ecocardiograma na auséncia de historia prévia de FRA.
Apesar da CRL incluir os pacientes com doenga subclinica, uma boa parte dos casos tem
evolucdo ruim, com piora da regurgitagao e/ou da estenose e dbito em menos de 3 anos. Apenas
9.5% apresentam melhora no mesmo periodo (13). As alteragdes ecocardiograficas encontradas
na CRL sdo semelhantes as vistas na cardite aguda. S3o acrescentados, no entanto, aspectos
morfologicos que sdo adquiridos com a progressdo das lesdes valvares. Em 2012, a WHF
publicou os primeiros critérios padronizados e baseados em evidéncia para o diagndstico

ecocardiografico da CRL (Quadro 3).

Quadro 3 — Alteracdes ecocardiograficas da cardiopatia reumatica nas valvas mitral e

aortica.

Alteragdes morfolégicas — valva mitral Alteragoes morfolégicas — valva adrtica

Espessura do folheto anterior > 3mm* Espessamento irregular ou focal

Espessamento de cordoalha Defeito de coaptacdo

Redugao da mobilidade do folheto posterior | Restricdo da mobilidade do folheto

Excessiva mobilidade da ponta do folheto | Prolapso

durante a sistole **

Regurgitacio mitral patolégica Regurgitacio adrtica patologica
(deve cumprir os 4 critérios) (deve cumprir os 4 critérios)
Visto em pelo menos 2 incidéncias Visto em pelo menos 2 incidéncias

Comprimento de jato > 2cm (em pelo | Comprimento de jato > lem (em pelo menos

menos uma incidéncia) uma incidéncia)

Velocidade do jato > 3m/s Velocidade de jato > 3m/s no inicio da diastole

Jato holossistolico em pelo menos um | Jato holodiastélico em pelo menos um registro

registro do Doppler do Doppler.

* Valor de referéncia especifico para a idade: > 3mm para individuos com até 20 anos; > 4mm para individuos de
21-40 anos e >5 mm para individuos com mais de 40 anos.

** Variavel valida para individuos de até 35 anos.

Fonte: adaptada de (8)

A figura 3, adiante, ilustra uma das alteragdes morfologicas mais comuns em pacientes

com CRC, o espessamento do folheto anterior da VM.
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Fonte: Bechtlufft, B.M.F 2019(54).

Legenda: Imagens ecocardiograficas paraesternais longitudinais. Imagem A (& esquerda): valva mitral normal.
Imagem B (a direita): folheto anterior espessado, com Smm de espessura. Ambas as imagens sdo provenientes de
exames de pacientes da pesquisa, o primeiro com diagnostico de exame normal e o segundo com diagnoéstico de
CRL definitiva.

A figura 4 a seguir ilustra a regurgita¢do mitral patoldgica.

Figura 4 — Ecocardiograma de rastreamento com o uso do Doppler colorido para
detectar a regurgitacio mitral.
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Fonte: Bechtlufft, B.M.F 2019(54).

Legenda: Imagens ecocardiograficas evidenciando regurgitacdo mitral patologica. A imagem A (a esquerda)
mostra uma imagem no eixo paraesternal longitudinal, com um jato regurgitante mitral medindo 4,3cm e a figura
B (a direita) mostra uma imagem do eixo apical de 4 cdmaras evidenciando o mesmo jato regurgitante. Ambas as
imagens foram extraidas do exame de um dos pacientes da pesquisa que foi diagnosticado com CR definitiva.
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A partir dos critérios ecocardiograficos listados anteriormente, a WHF estabeleceu uma

classificacdo da CRL detectada pelo ecocardiograma em borderline ou definitiva (8).

CRL Borderline para individuos com até 20 anos de idade:
e Pelo menos duas alteragdes morfologicas da valva mitral, sem regurgitacdo ou
estenose patoldgica;
e Regurgitacdo mitral patologica;

e Regurgitacdo aortica patologica;

CRL definitiva, para individuos com até 20 anos de idade:
e Regurgitagdo mitral patoldégica associada a pelo menos duas alteracdes
morfologicas da valva mitral;
e Estenose mitral com gradiente > 4mmHg;
e Regurgitacdo adrtica patoldgica e pelo menos 2 alteracdes morfoldgicas da
valva aortica;

e Doenga borderline em ambas as valvas, mitral e adrtica.

Para individuos acima de 20 anos de idade, ndo ¢ utilizada a classificacao borderline,
apenas a classificagdo definitiva, quando preenchem os seguintes critérios:
e Regurgitacdo mitral patologica e pelo menos duas alteragdes morfologicas da
valva mitral;
e Estenose mitral com gradiente maior ou igual a 4mmHg;
e Regurgitacdo mitral patologica e pelo menos duas alteragdes morfologicas na
valva adrtica (apenas para individuos menores de 35 anos).
e Regurgitacdo adrtica patologica e, pelo menos, 2 alteragdes morfoldgicas na

valva mitral.

Ainda sdo necessarios estudos de acompanhamento longitudinal por periodos mais
longos desses pacientes com CRL para se conhecer melhor sua evolu¢do. Como mencionado
anteriormente, alguns estudos de acompanhamento breve demonstraram progressao da doenga
latente em populagdes endémicas, mas eles ndo foram uniformes nas definigdes de progressao
ou nos desfechos avaliados (9, 16, 55-62), apontando para a necessidade do estudo de novas

estratégias de diagnodstico, predi¢ao de evolugdo e tratamento.
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A progressdo ocorre principalmente nos casos de CRL definitiva, sendo que os
pacientes com doenca borderline t€m curso clinico ainda incerto. A categoria borderline, na
verdade, foi criada com o intuito de aumentar a sensibilidade do diagndstico pelo
ecocardiograma em individuos com menos de 20 anos, mas sabe-se que a especificidade ¢
menor (8). A maioria dos individuos com doenca borderline ou definitiva leve permanecem
estaveis ou apresentam regressao da doenca, mas de 10 a 24 % deles progridem. Para além das
categorias diagnoésticas definidas pela WHF, um grupo de varidveis ecocardiograficas
compiladas em um escore parece predizer a progressao ecocardiografica a médio prazo com
consideravel acuracia(10), apesar de ainda ndo ter sido validado para desfechos clinicos.
Aparentemente, quando mais avangada ¢ a doenca no momento do diagndstico, maior ¢ a

chance de que ela avance nos anos seguintes (13).

2.4.3 Diagnostico da cardiopatia reumatica cronica clinica

Define-se como CRC manifestada clinicamente a presenca de disfungdo valvar
decorrente do processo patolégico reumadtico ao exame fisico e ao ecocardiograma. A
classificacdo da gravidade das lesdes valvares baseia-se em varios critérios, incluindo os
achados de disfuncdo valvar ao exame fisico, confirmados ao ecocardiograma, conforme
recomendado pelas diretrizes de doengas valvares (63). A CRC clinica ¢ classificada em 4
estagios (A a D) conforme presenca de sintomas, a gravidade da lesdo valvar, resposta do
ventriculo esquerdo e direito a sobrecarga de volume ou pressao causada pela disfuncao valvar
e efeito na circulagdo pulmonar ou sistémica. A principal manifestac¢do clinica resultante das

alteragdes morfologicas e funcionais valvares ¢ insuficiéncia cardiaca.

O intervalo entre o episodio inicial de FRA e a evidéncia clinica da CRC ¢ variavel,
desde poucos anos até mais de 2 décadas. A valva mitral ¢ a mais frequentemente acometida
pelo processo reumatico. Caracteristicamente, a insuficiéncia mitral (IM) corresponde a lesao
aguda, enquanto a estenose mitral (EM) corresponde a lesdo cronica. Entretanto, ¢ mais comum
que pacientes apresentem graus variados de estenose e de insuficiéncia da valva mitral ou em
combinagdo com outras valvas. Na fase cronica, aproximadamente 25% de todos os pacientes
com doenga cardiaca reumatica apresentam EM pura e outros 40% apresentam EM e IM
combinadas. O envolvimento multivalvar ¢ observado em 38% dos pacientes portadores de

EM, sendo que a valva aortica ¢ afetada em quase 38% e a valva tricispide em 6%.(64)
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2.5 Tratamento e Prevencio da cardiopatia Reumatica Cronica

2.5.1 Profilaxia primaria

Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia da CRC comegou a diminuir antes do advento
da penicilina. Isso demonstra que melhores condigdes socioecondmicas € acesso aos Servigos
de saude se associam a reducdo da incidéncia da doenga, apesar disso ndo ser suficiente para

erradicé-la (3).

A profilaxia primaria da CRC consiste no reconhecimento e no tratamento adequados
da faringite estreptococica, o que reduz o risco de FRA em pacientes de alto risco. Ainda ¢
necessaria mais investigacao para avaliar se cepas estreptococicas associadas a infec¢des de
pele podem ou ndo estar implicadas no surgimento da FRA. A penicilina G benzatina

intramuscular ainda ¢ o tratamento mais usado para a infeccao (65).

Uma meta-andlise de ensaios clinicos demonstrou que o tratamento adequado da
faringite estreptococica reduz o risco de FRA em até 80%. A maioria dos estudos incluidos, no
entanto, foi feito em homens jovens, militares americanos nas décadas de 50 e 60 e apresentam
baixa qualidade se comparados com os padrdes atuais, com pouca evidéncia avaliando os

efeitos da terapia em mulheres ou outras populagdes (66).

O diagnodstico adequado da faringite estreptocdcica ainda ¢ um desafio nos paises
endémicos. O custo elevado dos exames para deteccao do estreptococo (cultura e teste rapido)
ainda dificulta sua ampla distribui¢do. Além disso, alguns individuos sdo apenas hospedeiros
da bactéria, ndo apresentam doenga e a conduta nesses casos ndo € clara. Diretrizes para o
diagnostico clinico da faringite bacteriana tém baixa sensibilidade e/ou especificidade
dependendo dos critérios usados (16, 66). Outro ponto importante ¢ a conscientizagdo da
populagdo, especialmente em areas de risco, sobre a necessidade de avaliacdao e tratamento
adequados das faringites ressaltando a associagdo entre a doenca amigdaliana e a CRC (16,
67).

Por fim, uma nova possibilidade para a prevengdo primaria da CRC ¢ o
desenvolvimento de vacinas contra o estreptococo. O maior desafio no desenvolvimento das

vacinas tem sido sua seguranga, ja que existe o receio de que ela possa induzir autoimunidade
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e o surgimento paradoxal de surtos de FRA e da cardiopatia associada. Algumas versoes ja
foram desenvolvidas tendo como alvo imunogénico a regido varidvel da proteina M da bactéria,
e ensaios clinicos de fase Il mostraram que ela € segura e imunogénica em seres humanos (44,
68). Outro desafio ¢ a criacdo de uma vacina que contemple as cepas da bactéria presentes nas
regides endémicas, que em geral sdo diferentes daquelas encontradas nos paises desenvolvidos

onde a maioria dos estudos sdo conduzidos (68, 69).

2.5.2 Profilaxia secundaria

Surtos recorrentes de FR podem ser desencadeados por infecgdes estreptococicas
assintomaticas ou até apos seu tratamento adequado, sendo que a recorréncia apos o primeiro
episodio pode ser de até 50%. A prevencdo secunddria envolve tratamento profilatico
prolongado com antibidticos na tentativa de evitar novos episddios da doenga e prevenir a

progressao das valvopatias no caso de acometimento cardiaco (16, 70).

O tratamento padrao € o uso intramuscular de penicilina G benzatina a cada 4 semanas
ou 3 semanas em pacientes de maior risco (Quadro 4) (16, 70). O uso da profilaxia secundaria
com penicilina reduz a recorréncia da FRA e possivelmente a progressao das valvopatias (71,
72). A duragao desse tratamento (Quadro 5) ¢ baseada na opinido de especialistas, nao havendo

ensaios clinicos envolvendo pacientes com mais de 25 anos (16).

Em relagdo a CRL, a profilaxia secundéaria com penicilina ndo demonstra os mesmos
efeitos. Estudos em coortes australianas e em Uganda demonstraram algum aumento do risco
de progressdo da doenga com o uso de penicilina (9, 12). Na auséncia de melhor investigacao
sobre esse assunto, a maioria das criangas diagnosticadas com CRL definitiva iniciam o uso da
penicilina a cada 3-4 semanas. Atualmente, um ensaio clinico de dois anos estd sendo
conduzido com esses pacientes para ajudar a responder qual o papel da profilaxia secundaria
com penicilina na CRL (Determining the Impact of Penicillin in Latent RHD: The GOAL Trial;
NCT03346525)(11).
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Quadro 4 — Profilaxia secundaria para a Febre Reumatica
Antibidtico Dose Via

Penicilina G benzatina — | 600.000 U para pacientes com até 27kg e | Intramuscular
1* escolha 1.200.000 U para pacientes com mais de

27kg, a cada 4 semanas*.

Penicilina V 250mg de 12 em 12 horas. Via oral

Sulfadiazina (para | 0,5g uma vez ao dia para pacientes com | Via oral
pacientes alérgicos a | até 27kg;
penicilina) lg, uma vez ao dia, para pacientes

maiores de 27kg.

Macrolideos (para | Variavel Via oral
pacientes alérgicos a

penicilina e sulfadiazina)

Fonte: adaptada de (70)
* Em situagdes de alto risco, é recomendado o uso da penicilina G benzatina a cada 3 semanas, conforme detalhado
no texto.

Quadro 5 — Duracio da profilaxia secundaria para Febre Reumatica

FRA com cardite e doenca valvar persistente | 10 anos ou até 40 anos de idade (o que
for mais longo, podendo se estender a

profilaxia vitalicia).

FRA com cardite mas sem doenga valvar | 10 anos ou até 21 anos (o que for mais

residual longo).
FRA sem cardite 5 anos ou até 21 anos (o que for mais
longo).

Fonte: adaptada de (70).
2.5.3 Tratamento

O tratamento da CRC ¢ focado nas complicacdes da doencga, ndo existindo tratamento
especifico quando ela ja esta estabelecida (7, 53). As principais complicagdes sao insuficiéncia

cardiaca, fibrilagdo atrial, eventos embolicos isquémicos e endocardite.

A insuficiéncia cardiaca sintomatica se instala com a progressdo para a valvopatia

avancada. Nesse caso, a cirurgia de troca valvar nem sempre podera reverter o quadro.
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Clinicamente, o tratamento deve ser iniciado a partir do momento em que o individuo
apresentar sintomas conforme as orientacdes-padrdo de tratamento da insuficiéncia cardiaca.
Beta bloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina e diuréticos devem ser

usados de acordo com a tolerancia do paciente.

Para os pacientes nos quais € possivel acompanhar a progressdo da valvopatia, a
corregdo cirurgica deve ser programada antes do inicio dos sintomas em individuos com
insuficiéncia mitral e aodrtica graves de acordo com os indices de disfuncdo ventricular e
aumento de camaras ao ecocardiograma (53, 73). Individuos com estenose aortica grave devem
ser submetidos a terapia intervencionista apds o inicio dos sintomas ou quando surgem sinais
de dilatagao ou disfungdo sistélica do ventriculo esquerdo aos exames complementares, ¢
aqueles com estenose mitral tém grande beneficio com a valvoplastia percutinea, com
crescente indicagdo mesmo em cendrios anatdmicos mais complexos e antes elegiveis apenas

para a intervengao cirtrgica (52, 53, 73).

Fibrilagdo atrial, endocardite, e eventos cardioembdlicos também devem ser
conduzidos conforme as diretrizes vigentes. Em relagdo a anticoagulacao para fibrilagao atrial
em pacientes com CRC, a varfarina ainda ¢ a op¢ao recomendada, mas isso pode mudar nos
proximos anos, com os resultados de ensaios clinicos que estao avaliando o beneficio dos novos

anticoagulantes na doenga (16).

O tratamento invasivo envolve intervengdes percutaneas e cirurgia convencional.
Pacientes com estenose mitral grave se beneficiam mais de procedimentos percutaneos do que
abertos, particularmente da comissurotomia percutdnea por baldo (53, 73), com crescente
indica¢do e bons resultados a curto e longo prazo. Os tratamentos cirurgicos da CRC
consomem a maior parte dos recursos destinados a doenca e a dificuldade de acesso aos

procedimentos € uma das grandes barreiras a redugdo de sua morbimortalidade (16).
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A CRC ¢ uma doenga com alta morbimortalidade que afeta principalmente jovens e
adultos em idade produtiva. O impacto econdmico global das mortes prematuras em

decorréncia da doenca foi estimado em 65 bilhdes de dolares em 2015(16).

Apesar da prevaléncia da doenca ter se reduzido nos paises desenvolvidos, ela
permanece sendo importante causa de perda de anos produtivos em populagdes com piores
condigdes socioecondmicas. Um recente esfor¢o de pesquisa mundial vem mostrando grandes
resultados, que estdo levando a uma melhor compreensdo da fisiopatologia da doenca, das
varidveis implicadas no estabelecimento e na progressao das valvopatias e de entidades pouco

conhecidas até agora e com implicagdes clinicas ainda incertas, como a CRL.

Nesse sentido, a melhor compreensdo desses mecanismos pode levar ao
desenvolvimento de um marcador diagnoéstico e progndstico para a CRC e ao desenvolvimento
de terapias direcionadas aos agentes do sistema imunoldgico que coordenam a inflamagao e

fibrose nas valvas cardiacas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

« Avaliar aspectos do perfil imunologico (genético e fenotipico) de pacientes em dois grupos
em relagdo a CRC: pacientes portadores de doenga latente (subclinica) e aqueles com doenga

clinica, correlacionando os achados & apresentagao clinica.

4.2 Objetivos Especificos

« Caracterizar, clinicamente, pacientes sem doenca reumatica, com CRC subclinica e com
doenca clinica, utilizando-se os seguintes parametros: historia clinica, incluindo

sintomatologia e exame cardiovascular, eletrocardiograma e ecocardiograma.

« Avaliar a presenca de polimorfismos funcionais nos genes de /L0, IL17, IL23R, IL6, IL4,
IL2, TNF.

« Avaliar a associagdo entre: a presenca de polimorfismos funcionais nos genes de IL10, IL17,
IL23R, IL6, IL4, IL2, TNF e os diferentes espectros de CRC - auséncia de doenca, doenca

latente ¢ doenca clinica.

« Avaliar a expressao fenotipica de citocinas, fatores de crescimento € quimiocinas € sua
associacdo com os diferentes espectros da CRC: auséncia de doenga, doenca subclinica e

doenga clinica.
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5S METODOLOGIA

5.1 Desenho do Estudo

Trata-se de estudo observacional, transversal. O perfil de polimorfismos funcionais e
expressoes fenotipicas das citocinas IL-10, IL-17, IL-23R, IL-6, IL-4, IL-2, TNF, assim como
dos outros fatores soliiveis analisados, serdo comparados entre dois grupos: 1. Pacientes com
CRL diagnosticados por rastreamento ecocardiografico. 2. Pacientes com CRC clinica.
Também serdo avaliados, como grupo controle, individuos normais, sem CRC apds estudo

ecocardiografico realizado pelo projeto PROVAR.

5.2 Sele¢ao da amostra

Os individuos com cardiopatia reumatica subclinica e os individuos saudaveis foram
selecionados entre os participantes (criancas e adolescentes entre 5 e 18 anos de idade) do
Programa de Rastreamento de Valvopatia Reumatica (PROVAR), que realizou rastreamento

ecocardiografico em 12.056 criangas e adolescentes, com idade de 13+3 anos, em 54 escolas

de Minas Gerais entre 2014 ¢ 2017(74).

Os individuos com CRC clinica foram selecionados entre os pacientes que fazem
acompanhamento clinico e cirurgico no ambulatério de CRC do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

5.2.1 Critérios de inclusao

® Grupo 1- CRL, definida como alteragdes morfoldgicas e funcionais das valvas cardiacas
esquerdas, evidenciadas através do rastreamento ecocardiografico de acordo com os critérios

da WHF de 2012 (8).

* Grupo 2 — CRC clinica, definida pela presenca de disfuncdo valvar reumatica decorrente da
febre reumatica prévia, em acompanhamento no ambulatorio de cardiologia do Hospital das

Clinicas da UFMG para tratamento das lesdes valvares (estagios B a D da diretriz(63).
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® Grupo 3 - Individuos saudéaveis incluidos como controles normais, com caracteristicas
demograficas semelhantes aos individuos com CRL, porém com rastreamento

ecocardiografico normal, sem evidéncias de lesdes valvares ou outras cardiopatias.

5.2.2 Critérios de exclusio

* OQutras alteragdes diagnosticadas ao ecocardiograma de rastreamento, incluindo cardiopatia

congénita.

* Pacientes com rastreamento ecocardiografico positivo para CRL, mas com historia de FRA

relatada ou sintomas prévios.

5.2.3 Calculo Amostral

O calculo amostral foi realizado a partir de estudo anterior incluindo 89 pacientes com
CRC que determinou os valores das citocinas conforme a gravidade da apresentagao clinica da
doenca. Selecionou-se a IL-4 para os calculos, verificando-se um aumento na concentragdo
sérica dessa citocina nos pacientes mais graves que necessitaram intervencao valvar em relagdo
aos demais (12,2 + 6,2 pg/mL vs 9,8 +£ 2,0 pg/mL, respectivamente). Estimou-se que a diferenca
nos valores dessa citocina seria mantida comparando-se cardiopatia estavel e subclinica.
Assim, considerando-se erro alfa de 0,05, poder estatistico de 90%, propor¢do de 1:1
cardiopatia subclinica/clinica, obteve-se uma amostra total de 166 pacientes (83 individuos em

cada grupo). Para os calculos, utilizou-se software G Power, versao 3.1.

5.3 Detalhamento do Estudo

Durante o rastreamento do projeto PROVAR, imagens captadas nas escolas por ndo-
médicos com aparelhos de ecocardiografia portateis (GE Vivid Q e Vivid 1Q) e ultraportateis
(GE VSCAN) foram lidas através de telemedicina por cardiologistas experientes no Brasil e
nos EUA que estabeleceram o diagnéstico de CRC conforme os critérios da WHF de 2012,
através de consenso. Baseando-se nesses critérios, 549 apresentaram exame de rastreamento

alterado (486 foram classificados com borderline e 63 como CRL definitiva).

Entre os pacientes que apresentaram critérios para CRL, 77 assinaram um termo de

consentimento para que fosse coletada uma amostra de sangue e para que fossem incluidos
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neste estudo. Entre aqueles sem alteracdes, 35 fizeram o mesmo. Pacientes com CRC clinica
acompanhados ambulatorialmente concordaram em participar do estudo e 100 deles foram

submetidos a coleta de sangue em tubo com EDTA.

Apos as coletas, o sangue foi centrifugado e DNA foi extraido do pellet celular pelo
método da silica. O material genético obtido foi diluido para gerar uma solucdo com
concentra¢ao padronizada e entdo uma aliquota de 1 microlitro foi retirada para as analises de
polimorfismos funcionais. Foi utilizada PCR em tempo real com iniciadores e tampdes Termo
Fisher, seguindo metodologia sugerida pelo fabricante e ja estabelecida no Laboratério de
Interagcdes Celulares do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG ( LABIC). Os
polimorfismos pesquisados foram os dos genes /L2 (rs2069762 G/T), IL4 (1rs2243250 C/T), IL6
(rs1800795 C/G), IL10 (rs1800896 T/C), IL17A (rs2275913 A/G), TNF-alfa (rs361525 A/G)
and 1L23 (rs11209026 A/G).

A avaliagdo do nivel sérico de 27 fatores soluveis associados a resposta imune foi feita
com o soro remanescente apods a centrifugacgdo inicial das amostras. Foi utilizado o kit Bio-Plex
Pro Human Cytokine 27-plex Assay da Bio-Rad, seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.
Os fatores avaliados foram: FGF basic, CCL11, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1p, IL-1ra, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10, CCL2
(MCAF), CCL3, CCL4, PDGF-BB, CCL5, TNF-a, VEGF.

Todos os resultados foram catalogados em um banco de dados e posteriormente
analisados no software estatistico R, com o auxilio dos pacotes tidyverse (manipulacaodos
dados), foreign (leitura dos dados), ggplot2, corrplot, gridExtra e GGally (gréaficos), glmnet
(ajuste dos modelos via lasso), e pROC (célculo da area sob a curva ROC). Para comparagao
nos niveis séricos das citocinas entre os grupos foi usado o teste de Mann-Whitney e para a

comparacao dos genotipos foi usado o teste exato de Fisher

Dentre os polimorfismos e os niveis séricos de citocinas analisados, buscou-se encontrar
a presenca de padrdes que diferenciassem os grupos de pacientes com CRL e com CR clinica.
Para isso, foi usado o modelo logistico via lasso. Neste, os dados sdo padronizados
numericamente e aleatoriamente separados em conjunto de treinamento (80% dos dados) e em
conjunto de teste (20% dos dados). Os dados do conjunto de treinamento (80%), sdo usados

para fornecer informagdes ao software que vao permitir a identificagdo das varidveis mais
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relacionadas com a resposta desejada — nesse caso, a presenga de CRC clinica. Essa fase tem o

objetivo de construir um modelo de analise estatistica utilizando os proprios dados da pesquisa.

Posteriormente, na fase de teste, os outros 20% dos dados sdao analisados a partir do
modelo construido na fase anterior (de treinamento). O resultado desse processo ¢ um conjunto
de variaveis que, associadas, podem explicar um fenomeno. O impacto de cada varidvel na
resposta desejada ¢ demonstrado no coeficiente s0, que traduz uma associacdo diretamente

proporcional quando positivo e uma relacdo inversamente proporcional quando negativo.

Este projeto conta com o financiamento parcial do projeto PROVAR através da
Edwards Lifesciences Foundation, EUA, e do CNPq, além de apoio de pesquisadores do
Children’s National Medical Center em Washington, DC, e do Cincinnati Childrens Hospital
Medical Center, Cincinnati, OH, Estados Unidos. Toda a infra-estrutura necessaria para sua
realizagdo esteve disponivel no laboratdrio de Biologia das Interagdes Celulares, ICB, UFMG

e do Ambulatorio Bias Fortes na Faculdade de Medicina da UFMG.
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Introduction:

Rheumatic Heart Disease (RHD) is a high morbidity condition, particularly in
developing countries. Disease prevalence was estimated in 33.2 million cases in 2015, when it
was responsible for 319.000 deaths worldwide, and associated with numerous cases of
significant disability caused by heart failure, stroke and atrial fibrillation (1). RHD is the most
common acquired cardiovascular disease in children and young adults and it results from a
complex and still not fully understood interaction between group A streptococcus (GAS)

infection and the host’s immune system.

The wide spread of echocardiography in the last decades led to RHD being increasingly
diagnosed in asymptomatic individuals who did not recall previous episodes of acute rheumatic
fever (ARF), markedly in screening programs. This new clinical form was named latent RHD,
and epidemiological studies estimated that for every symptomatic RHD patient, there were 10
latent RHD individuals. Although the clinical course of latent RHD is uncertain, short term
follow-up studies showed that 10-24% of valvular lesions progress overtime. Apparently, the
more severe the disease manifestations at the time of diagnosis, the greater the chance of
progression (2-5), also associated with certain echocardiographic findings(6). Currently, there
are still no clear immunological or clinical markers that predict poorer outcomes in these

patients.

Autoimmunity is a central pathophysiologic component of RHD as demonstrated
during decades of research (7-16). Streptococcus antigens activate the innate immune cells
which in turn present the antigens to T CD4+ lymphocytes triggering the adaptive immune
response. Both cellular and humoral immune responses are implicated in the pathogenesis:
there are direct valvular lesions caused by activated T cells and by antibody production by B
lymphocytes (8). In susceptible individuals, structural resemblance between streptococcus
surface antigens and the hosts’ cardiac tissue proteins leads to a cross reaction, in which
activated T cells and antibodies bind to cardiac connective tissue causing inflammation and
fibrosis particularly of heart valves. This is the molecular mimicry theory, and the 2 main
streptococcal antigens implicated are the surface M protein and N-acetyl-glucosamine, the

immunodominant epitope of group A carbohydrate(9).
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In recent years, single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes that encode
molecules involved with the immune response and their association with ARF were studied
(13). SNPs associated with RHD include variations in genes related with the innate and with
the adaptive immune responses, including genes that encode cytokines responsible for
coordinating both (13). However, those studies did not evaluate the association of the
polymorphisms with the permanence in latent forms, nor with evolution to clinical disease. In
this study, we evaluated the presence of SNPs in genes that encode IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, TNF-alfa and IL-23 and the serum levels of the coded cytokines and other soluble factors
in patients with latent and patent RHD. The goal was to evaluate whether the presence of

polymorphisms and the serum levels of soluble factors could impact disease progression.

Methods:

Data analytic methods and study materials will be made available to other researchers
for purposes of reproducing the results or replicating the procedure, from the corresponding
author upon reasonable request. Data from 3 groups of patients were collected and analyzed:
(1) clinical RHD, (2) latent RHD and (3) no heart disease. We considered as having clinical
RHD patients who presented with valvular disfunction in accordance with current guidelines
(33) and were followed in the RHD outpatient clinic of a university hospital in Brazil. Patients
with latent RHD and normal individuals were enrolled from the PROVAR (Programa de
RastreamentO da VAlvopatia Reumatica) project, a collaboration between the Children's
National Health System, Washington — DC, US, the Universidade Federal de Minas Gerais and
the Telehealth Network of Minas Gerais(17), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. This
screening program has already screened more than 12,000 children and adolescents from 21
schools in Minas Gerais, Brazil, between October 2014 and December 2016, and its detailed
methodology and results have been described elsewhere(18-20). Latent RHD was diagnosed
utilizing the 2012 echocardiographic Word Heart Federation Criteria (WHF). All included
patients signed the informed consent prior to enrollment. When appropriate, consent was given
by a parent. This study was approved by the institutional review boards of the participant
institutions (Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(COEP#510.091) and Children’s National Health System Institutional Review Board) and

conforms to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.
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Whole blood was collected in EDTA tubes and then centrifuged. For polymorphism
analysis, DNA was extracted using the silica method, as previously done by us (21).
Afterwards, the genetic material was quantified, and an aliquot of 100 ng was used for real
time PCR with specific primers and probes for the following gene polymorphisms: /L2
(rs2069762 G/T), IL4 (rs2243250 C/T), IL6 (rs1800795 C/G), IL10 (rs1800896 T/C), IL17A
(rs2275913 A/G), TNF-alfa (rs361525 A/G) and IL23 (rs11209026 A/G). TagMan® SNP
Genotyping Master Mix and TagMan® SNP Genotyping assay were used for amplification and

polymorphism detection.

Circulating cytokine levels were evaluated using BD-Bioplex assay, measuring 27
different molecules: IL-1beta, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, CCL11, basic FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-gamma, IP-10, CCL2
(MCAF), CCL3, CCL4, PDGF-BB, CCL5, TNF-alpha, VEGF. Serum levels were reported as
median fluorescence intensity (MFI). Genomes and cytokine levels were cataloged on a
database and then the statistical analysis was performed comparing disease groups: clinical

RHD, latent RHD and healthy individuals (controls).

Statistical analysis:

All clinical and echocardiographic data were entered to the RedCap® online
database(22). Sample size calculation was performed using data from a previous study that
included 89 patients with clinical RHD. This study evaluated serum cytokine levels according
with the clinical presentation of the disease. For calculation purposes, findings regarding IL-4
levels were used. An increase in IL-4 levels was verified in patients who had more severe
disease, requiring valve intervention, when compared to individuals who did not require an
invasive procedure (12,2 + 6,2 pg/mL vs 9,8 + 2.0 pg/mL, respectively). These differences in
IL-4 values were expected to be maintained in the comparison between patients with clinical
RHD and latent RHD in the present study. Therefore, considering an alfa error of 0.05,
statistical power of 90%, proportion of 1:1 subclinical/ clinical heart disease, a total sample of
166 patients (83 individuals in each group) was obtained. Software G power, version 3.1 was

used for calculations.

Results were analyzed using the statistical software R, and the packages tidyverse (data

manipulation), foreign (data read), ggplot2, corrplot, gridExtra e GGally (graphics), glmnet
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(model adjustment via lasso), and pROC (area under the ROC curve calculation). Categorical
variables were expressed as numbers and percentages and compared between groups using
Fisher’s exact test, whereas continuous data were expressed as mean + SD or median or Q1/Q3
(25%/75%). The logistic model via lasso was applied for the analysis. In this model, data is
numerically standardized and randomly split into training (80% of data) and test samples
(20%). Training samples are used to feed the software with information that allows the
identification of the most important variables for the response we are looking for — in this case,
the presence of clinical RHD. This phase aims to construct a statistical analysis model using
the database itself. Subsequently the remaining 20% of data is analyzed with the application
of the previously constructed model. Results are displayed as a set of variables that, in
association, can explain a phenomenon. Variable impact on the desired response is exhibited
as an s0 coefficient which translates a directly proportional association when positive and an

inversely proportional association when negative.

Results:

A total of 212 patients were included, 77 of them with latent RHD (17 definite and 60
borderline), 100 with clinical RHD and 35 with no heart disease. Median age was 15 (IQR 13-
16) years in the latent RHD group and 43 (IQR 33-51) years in the clinical RHD group, being
healthy individuals slightly younger than those with latent disease, with a mean age of 13 (IQR
9-15) years. The percentage of female patients was 60 and 65 respectively in the normal and
latent groups (p=0.615) and 82 in the clinical RHD group. Clinical features of the studied

population are shown in Table 1.

All clinical RHD patients had mitral valve disease, being 32 with stable disease not
requiring valve intervention and 68 with severe disease requiring percutaneous or surgical
valve intervention to improve hemodynamics or symptoms. Isolated mitral disease was present
in 45% of the cases. Mixed mitral and aortic disease were present in 49% whereas 6% of
patients had mitral, aortic and tricuspid disease. Most patients had New York Heart Association
(NYHA) functional class I heart failure (HF) (62%) and 11% had class III HF. None of them
had class IV HF. Atrial fibrillation was present in 28% of the individuals and 20% had had a
stroke (Table 1).
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Serum levels of all evaluated soluble factors were higher among clinical RHD patients,
as compared to latent RHD patients (p<0.005) (Figure 1). When compared to healthy
individuals, soluble factors were also higher in clinical RHD patients (p<0.005), except for IL-
6, IL-7, IL-13 and IL-15. (Figure 2).

Diagnosis N (females in %)
Clinical Rheumatic Heart Disease 100 (82)
Latent Rheumatic Heart Disease 77 (65)
Borderline 60
Definite 17
Normal 35 (60)
Age Median (IQR)
Clinical Rheumatic Heart Disease 43 (33-51)
Latent Rheumatic Heart Disease 15 (13-16)
Normal 13 (9-15)
Valvular Lesions in Clinical RHD Patients (N=100) N
Mitral Disease 100
Stable 32
Required percutaneous or surgical valve intervention 68
Isolated Mitral Disease 45
Mitral and Aortic Disease 49
Mitral, Aortic and Tricuspid Disease 6
NYHA Functional Class in Clinical RHD Patients (N=100) N
I 62
I 27
11 11

Table 1:
Clinical features of the studied population.
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Figure 1. Serum levels of all evaluated soluble factors comparing between clinical and latent RHD patients.

Results are presented as median and interquantile intervals, with outliers shown. CCL:chemokine (C-C motif)

ligand. CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand. FGF: Fibroblast Growth Factor. GCSF: Granulocyte colony-

stimulating factor. GMCSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. PDGF: Platelet-derived growth

factor. VEGF: Vascular endothelial growth factor. IL: Interleukin. IL1ra: Interleukin-1 receptor antagonist. TNF:

Tumor necrosis factor. INF: Interferon.
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Figure 2. Serum levels of all evaluated soluble factors comparing between clinical RHD and patients without

heart disease. Results are presented as median and interquantile intervals, with outliers shown. CCL:chemokine

(C-C motif) ligand. CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand. FGF: Fibroblast Growth Factor. GCSF: Granulocyte

colony-stimulating factor. GMCSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. PDGEF: Platelet-derived

growth factor. VEGF: Vascular endothelial growth factor. IL: Interleukin. ILIra: Interleukin-1 receptor

antagonist. TNF: Tumor necrosis factor. INF: Interferon.
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The logistic model via lasso showed that levels of CCL5, CXCLS8, IL1ra, IL4, IL9 and
PDGF were able to differentiate between patients with clinical and latent RHD with 100%
sensitivity and specificity (Figures 3A and 3B on the left). Amongst these factors, IL-4, IL-8
and IL-1RA showed the strongest ability to segregate the groups (Figure 3A on the left).
Figure 3C shows the correlation indexes, distribution and dispersion graphics for these six
variables in patients with latent RHD and manifested disease showing a stronger correlation

between IL-8 and IL-1RA, IL-4 and IL-8, IL-4 and IL-1RA.

When clinical RHD and normal individuals were compared, IL-8, G.CSF, IL-15,
IL1RA, IL-4 and IL-7 remained in the final model with 100% power to discriminate between
the two groups (Figure 3A on the right and 3B). The area under the ROC curve was 1.0, equal
to the one found in the prior analysis (latent RHD x clinical RHD) (Figure 3B). Figure 3C on
the right shows the correlation indexes, distribution and dispersion graphics for these six
variables in normal individuals and in patients with manifested RHD showing a stronger

correlation between G-CSF and IL-8, IL-8 and IL-1RA, G.CSF and IL-7.
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Figure 3: Analysis of soluble factors in healthy, latent RHD and patent RHD patients. Results

of the latent x clinical RHD analysis are on the left and results of the normal x clinical RHD analysis are on the
right._Figure 3A shows the remaining variables in the final model via lasso. These variables were the best
association that could additionally and independently predict the presence of clinical RHD. Figure 3B Plot to
demonstrate the ability of the models to differentiate clinical RHD individuals from latent RHD and normal
patients. In the x axis, each “idx” identifies an individual in the database. Only 20% of individuals are displayed
in the graphics because they represent the actual test data in the model, the other 80% of data was used as training
samples to build the model. Figure 3C: shows the correlation, distribution and dispersion graphics for the variables

in the figure 2A. *Estimated sOcoefficients in the final model.
Polymorphisms

Genotypes and allele frequencies are shown in Table 2. IL-23 and TNF results were not
shown since the polymorphisms were not in Hardy-Weinberg equilibrium. Also, p value is
only shown for the comparison between clinical and latent RHD patients because they were
the patients who were actually exposed to the disease. Genotypes and allele frequencies for /L2
were significantly different between groups. In the latent RHD group, more patients were
homozygote for the A allele in the /L2 gene. For /L4, the T allele was more prevalent in latent
RHD patients. Genotype differences were not significant of the other evaluated genes (Table
2). Logistic analysis via lasso pointed to a set of genotypes that emerged as being associated
with clinical RHD when clinical RHD individuals were compared with latent RHD patients.
They corresponded to specific genotypes in /L6, IL10, IL2, and IL4 that, when present in
association in an individual could predict the presence of clinical RHD with an area under the
ROC curve of 0.657 (Table 3A). When clinical RHD individuals were compared with healthy,
IL17, IL2 and IL4 genotypes were associated with clinical RHD with an area under the curve
of 0.8 (Table 3B). Table 3 shows the genotypes that in association can predict the presence of
clinical RHD.
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Genes and Clinical RHD (n=100) Latent RHD (n=77) p Normal

Genotypes value (n=35)
1L2

Genotypes

AA 54 (54%) 55 (72%) 18 (51%)

CC 1 (1%) 4 (5%) 0.005 3 (9%)

CA 45 (45%) 18 (23%) 14 (40%)

Alleles

C+(CC/ICA) 46 (46%) 22 (29%) 0.020 50 (71%)

C-(AA) 54 (54%) 55 (71%) 20 (29%)
1L4

Genotypes

CC 45 (45%) 22 (28%) 8 (23%)

TT 17 (17%) 16 (21%) 0.081 5 (14%)

CT 38 (38%) 39 (51%) 22 (63%)

Alleles

T+ (CT/TT) 55 (55%) 55 (71%) 0.029 38 (54%)

T-(CO) 45 (45%) 22 (29%) 32 (46%)
IL6

Genotypes

CC 8 (8%) 2 (3%) 0.193 1 (3%)

GG 57 (57%) 41 (53%) 21 (60%)

CG 35 (35%) 34 (44%) 13 (37%)

Alleles

G+ (CG/GG) 92 (92%) 75 (97%) 0.190 15 (21%)

G- (CO) 8 (8%) 2 (3%) 55 (79%)
IL10

Genotypes

CC 16 (16%) 6 (8%) 5 (14%)

TT 39 (39%) 31(40%) 0.245 16 (46%)

TC 45 (45%) 40 (52%) 14 (40%)

Alleles

T + (TT/CT) 84 (84%) 71(92%) 0.113 46 (66%)

T - (CO) 16 (16%) 6 (8%) 24 (34%)
IL17

Genotypes

AA 8 (8%) 4 (5%) -

GG 62 (62%) 44 (57%) 0.486 26 (74%)

AG 30 (30%) 29 (38%) 9 (26%)

Alleles

A+ (AG/AA) 38 (38%) 33 (43%) 0.539 9 (13%)

A - (GG) 62 (62%) 44 (57%) 61 (87%)

Table 2: Genotypes and allelic frequencies for the analyzed polymorphisms. 7NF and IL23 frequencies were

not on Hardy-Weinberg equilibrium and thus were not shown.
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Genome Coefficient (s0)
A. Latent x Clinical RHD
IL6 GGH+CG -0.646
IL10 CT+TT -0.398
IL2 CA+CC 0.600
IL2 CA+AA 1.246
IL4 CC 0.032
B. Normal x Clinical RHD
IL17 GG+AG -0.483
IL2 CA+AA 1.150
IL4 CC 0.070

Table 3: Genotypes associated with clinical RHD after the logistic analysis. The presence of these
genotypes, in association, in an individual of our sample of patients, could predict clinical RHD with
moderate to high sensitivity and specificity (area under the ROC curve 0.657 in relation to latent RHD
and 0.800 in relation to normal subjects). The sO coefficient represents the magnitude of impact of each

genotype in the patient being classified as having clinical RHD.

Discussion

In this study we evaluated serum levels of 27 soluble factors, and the presence of
polymorphisms in 7 different genes that encode important cytokines of the immune response
related to RHD. Regarding soluble factors, we observed that serum levels of almost all
cytokines were higher in patients with clinical RHD. Also, levels of CCL5, CXCLS8, ILIRA,
IL4, IL9 and PDGF could predict with 100% sensitivity and specificity if a patient had clinical
or latent RHD, and levels of IL-8, G.CSF, IL-15, ILIRA, IL-4 and IL-7 could predict with
100% sensitivity and specificity whether a patient had clinical RHD or no heart disease.
Regarding polymorphism analysis, our data showed that /L4 and /L2 gene polymorphisms were
associated with the disease. Unbiased combined genotypic analysis showed that the presence
of the set of genomes for /L6, IL10, IL2, and IL4 in an individual, could predict clinical RHD
with an area under the ROC curve of 0.657 comparing clinical and latent patients. Moreover,
the combined set of genomes for /L 17, IL2 and IL4, when present in an individual, could predict
clinical RHD with an area under the ROC curve of 0.800 in a sample of clinical RHD and
normal patients. Thus, our data show that soluble factors and genotypes can predict, with high

precision, if an individual is likely to maintain latent disease or develop clinical RHD.
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Serum levels of all the evaluated soluble factors were higher in clinical RHD patients
than in latent RHD individuals, demonstrating a more activated immune response in those with
established symptomatic disease. The difference in the median age of both populations cannot
solely explain this result since, although higher in RHD, the magnitude of the difference would
likely not influence serum levels of most soluble factors measured (23). In fact, growth factors,
which were increased in the older group in this work, usually even decrease with aging -
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), granulocyte-monocyte colony-stimulating

factor (GM-CSF), and monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2) are some examples. (23)

Increased levels of IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8 and TNF have been found in RHD patients
as compared to healthy individuals (15). This was also observed in the present study. In
addition, our study showed that the levels of these molecules are also higher in clinical RHD
patients when compared with latent RHD. Importantly, using serum levels of CCL5, IL-8, IL-
IRA, IL-4, IL-9 and PDGEF in association allowed to more precisely determine the probability
of a patient having clinical RHD or latent RHD and serum levels of IL-8, G-CSF, IL-15, IL-
IRA, IL-4 and IL-7 is best to determine the probability of a patient having clinical RHD or
being disease free. In both cases, IL-4, IL-8 e IL-1RA had the greatest impact in predicting the
presence clinical RHD (higher sO coefficients). The association of these factors allows to
discriminate the groups, with 100% accuracy. This strongly suggests that plasma levels of these
factors, which presents a quick and non-invasive measure, can be studied as predictors of

development of clinical RHD, which may have impact to guide clinical management.

The IL-4 cytokine had an important association with clinical RHD and the presence of
the C allele in the /L4 gene polymorphic region had a similar effect though in a lesser
magnitude than the soluble cytokine. In the /L4 rs2243250 polymorphism, the C allele is
associated with lower transcriptional activity both in vitro and in vivo (24). In this study, the C
allele, associated with lower IL-4 transcriptional activity, was associated with clinical RHD.
The fact that this polymorphism is associated with low phenotypic expression of IL-4 in other
models, and that we found high levels of this cytokine in RHD is an apparent discrepancy.
However, it is important to note that factors other than solely the gene polymorphism influence
the expression of a given cytokine, such as epigenetic factors, for example (25). While /L4
functional polymorphism was not directly associated with phenotypic expression of IL-4 here,
this does not invalidate the use of the gene polymorphism as a marker. IL-4 is a central cytokine

of Th2 lymphocytes, and regulates humoral immune response (26). Acting on T cells and
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macrophages, IL-4 stimulates tissue repair and fibrosis thus being an anti-inflammatory
molecule. Studies have shown that in the heart valves, IL-4 producing cells are more present
in less inflamed regions (11, 15). In B cells, IL-4 stimulates the production of IgE antibodies
participating in allergic reactions. Thus, in addition to being a strong predictor of RHD, high
expression of IL-4 may be associated with pathology of RHD.

While the levels of IL-2 did not segregate the groups, the /L2 polymorphism was
associated with clinical RHD in comparison to both latent RHD and normal individuals.
Previous studies showed that IL-2 is produced when the T cell is activated by the streptococcal
antigen presented by MHC molecules (26). IL-2 is responsible for the expansion of antigen
specific T cell clones including the development of memory cells, which can remain for months
or years in the circulation ready to respond to new exposures to the streptococcus(26). 1L-2
also contributes to the maintenance of peripheral T-cell tolerance and the absence of this
molecule is implicated in autoimmunity(27). Our data showed that the presence of a CA and
AA genotypes had the greatest association with clinical RHD. Similar results were found in
patients with multiple sclerosis, another disease related to autoimmunity (28). In vitro, using
cells from healthy donors, the A allele leads to significantly less production of IL-2 than the C
allele (29). In vivo, however, results conflict, suggesting that there may be additional factors
mediating the relation of the A and C alleles with IL-2 production in diseases (28). A theory
that could explain this phenomenon is that patients with CA and AA genomes would naturally
produce less IL-2 making them susceptible to autoimmunity like in RHD. Once the disease is
established the immune system manages to trigger more production of IL-2 through unknown
mechanisms in an attempt to elevate serum levels of this cytokine and increase T-cell tolerance.
IN accordance with this hypothesis, we verified that serum levels of IL-2 are in fact higher in

RHD patients.

In our study involving a Brazilian population, we did not find any association of RHD
with the TNF polymorphism at position -238 (rs361525 G/T), as was previously described in
individuals of Mexican origin (30, 31), nor with the /L/0 polymorphism as also previously
described (13). Our results resemble the ones found in the south Indian population and in a
metanalysis that also did not find any association between RHD and TNF polymorphism at
position -238. (30, 32). In addition, the other analyzed polymorphisms were not associated

with the disease in its different clinical forms.
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Genetic associations have not been consistent among studies of RHD, as it can be
influenced by the genetic background of the different populations (25). Pathophysiology is not
yet precisely understood, and most studies look for genes that could be somewhat involved
with current theories of disease development. Future research on the genetics of RHD should
focus on larger populations of various backgrounds and use wide association technologies to

get to more robust and reliable results(15) .

Limitations:

This study has limitations. We highlight that latent RHD is still not a fully understood
disease, that the condition has an uncertain prognosis and that the benefits of interventions to
slow disease progression are unclear. Long term follow-up studies are lacking and should be
carried out to answer these questions. Also, borderline RHD have been increasingly considered
by specialists as only a physiologic variant of the normal heart, therefore our results should be
interpreted with caution since most patients in our sample of latent RHD individuals had
borderline disease. In the present study, controls were not matched with clinical RHD patients,
only with latent RHD individuals and we still do not have long term follow-up data on the

evaluated patients. All the aforementioned aspects could bias our conclusions.

Conclusion:

This logistic analysis revealed that serum levels of CCLS5, IL-8, IL-1RA, IL-4, IL-9 and
PDGF could predict clinical RHD in a sample of patients with clinical and latent disease with
100% sensitivity and specificity. Levels of IL-8, GCSF, IL-15, IL-1RA, IL-4 and IL-7 could
do the same in a sample of clinical RHD and normal patients. In both cases, 1L.-4, IL-8 e IL-

1RA had the greatest impact in predicting the presence clinical RHD (higher sO coefficients).

Importantly, IL-4 emerges as a phenotypic and genotypic marker to discriminate latent
and clinical disease and predict the development of the clinical form. Thus, the use of soluble
IL-4 measurement, as well as IL4 genotyping provide critical information and may be used to
guide clinical management of RHD in Brazil. This merits studies in other populations to

confirm its validity as general marker of RHD susceptibility.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A CRC ¢ uma doenca de alta morbimortalidade que afeta principalmente paises e
populagdes socioeconomicamente desfavorecidas. A redugdo da incidéncia da doenga para
niveis irrisorios € um objetivo tangivel para as proximas décadas, mas para isso € necessario
um esforco global de pesquisa e de implementacdo dos resultados, que ja vem ocorrendo nos

ultimos anos.

As profilaxias primaria e secundaria precisam ser bem implementadas, com melhoria
nos registros do uso da penicilina para aumentar a aderéncia ao tratamento. Pesquisas sobre a
fisiopatologia da doenga devem cada vez mais se direcionarem para a busca de um marcador
bioldgico que facilite o diagnostico e ajude na defini¢do prognostica. Além disso, uma vez
compreendendo melhor a génese da doenga, pode-se considerar a possibilidade de tratamentos
alternativos que impecam a progressao da cardiopatia, como o desenvolvimento de

imunomoduladores especificos.

No presente estudo, percebemos claramente que os individuos com cardiopatia
latente, em conjunto, sdo uma categoria independente, diferentes dos individuos clinicamente
doentes em termos imunolédgicos. A presenca do alelo A no gene de /L2 parece influenciar no
risco de desenvolvimento de doenca clinica. A IL-4 teve associacdo com doenga mais grave.

Sabe-se que as regides mais doentes das valvas sdo as que apresentam menos [L-4.

A CRL ¢ uma entidade relativamente recente que vem sendo amplamente estudada
apos o surgimento e ampla disponibilidade do ecocardiograma. Essa ainda ¢ uma categoria
com diferentes perfis de gravidade e estudos de acompanhamento vao esclarecer melhor sua

histéria natural e o papel da penicilina na progressao das valvopatias.
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