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RESUMO

Os mecanismos subjacentes pelos quais a cardiopatia reumatica (CR) leva a
disfuncéo valvar grave ndo sdo completamente compreendidos. A analise histolégica
das valvas mitrais excisadas de pacientes com CR é de grande importancia para
definir estratégias que previnam a progressdo da doenca. O presente estudo foi
desenhado para avaliar de forma abrangente as alteracdes histopatoldgicas nas
valvas mitrais no estégio final da disfuncéo valvar, buscando uma associa¢ao entre o
padrdo de disfuncdo valvar predominante e os achados histopatoldgicos. Sessenta
valvas mitrais foram coletadas de pacientes submetidos a troca valvar, 40 de
pacientes com CR e 20 de controles submetidos a transplante cardiaco. Dados
clinicos e ecocardiograficos foram coletados de pacientes com CR. As andlises
histologicas foram realizadas utilizando coloracdo com hematoxilina-eosina para
determinar o grau de inflamacéo e fibrose no endocéardio e intersticio, presenca de
neoangiogénese, calcificagdo e metaplasia adiposa. A idade média dos pacientes
com CR foi de 53 = 13 anos, 36 (90%) eram do sexo feminino, enquanto a idade
média dos controles foi de 50 + 12 anos, semelhante aos casos, com predominio
dos homens (70%). O endocardio da valva reumatica apresentou maior espessura
que os controles (1,3 + 0,5 mm versus 0,90 + 0,4 mm, p = 0,003, respectivamente) e
infiltrado inflamatério mais intenso no endocardio (78% vs 36%; p = 0,004), com
predominancia de células mononucleares. Fibrose ocorreu em todas as valvas
reumaticas e de controle, mas com maior intensidade nas valvas reumaticas (100%
vs 29%, p <0,001). A calcificacdo ocorreu em 35% das valvas reumaticas,
principalmente entre as valvas estenéticas em comparacao as lesdes regurgitantes
ou combinadas (56% vs 18%, p = 0,014, respectivamente). Um processo
inflamatorio ativo esteve presente nas lesdes em estagio terminal da valvula mitral
reumatica, com intensidade leve, distribuicdo focal e predominio de células
mononucleares. Fibrose grave foi encontrada no intersticio de todas as valvas
reumaticas, levando a deformidade e disfuncdo da valvar na doenca avancada. A
calcificagédo valvar foi mais frequente na estenose mitral, associada a area valvar

mitral, indicando comprometimento reuméatico avancado.

Palavras-chave: Febre reumatica. Cardiopatia reumatica. Estenose da valva mitral.

Valva mitral. Inflamacéao.



ABSTRACT
The underlying mechanisms by which rheumatic heart disease (RHD) lead to severe
valve dysfunction are not completely understood. Histological analysis of mitral
valves excised from RHD patients are of great importance to define strategies that
prevent disease progression. The present study was designed to comprehensively
evaluate the histopathological changes in mitral valves at an end stage of valve
dysfunction, seeking an association between the pattern of predominant valvular
dysfunction and histopathological findings. Sixty mitral valves were collected from
patients undergoing valve replacement, 40 were from RHD patients and 20 from
controls undergoing heart transplantation. Clinical and echocardiographic data were
collected from RHD patients. Histological analyses were performed using
Hematoxylin-eosin staining to determine the degree of inflammation and fibrosis in
the endocardium and interstitium, the presence of neoangiogenesis, calcification and
adipose metaplasia. The mean age of RHD patients was 53 = 13 years, 36 (90%)
were female, whereas mean age of controls was 50 + 12 years, similar to the cases,
with the majority of males (70%). The rheumatic valve endocardium presented
greater thickness than the controls (1.3 £ 0.5 mm versus 0.90 £ 0.4 mm, p = 0.003,
respectively) and a more intense inflammatory infiltrate in the endocardium (78%
versus 36%; p = 0.004), with predominance of mononuclear cells. Fibrosis occurred
in all rheumatic and control valves, but with a higher intensity in rheumatic valves
(100% vs 29%, p <0.001). Calcification occurred in 35% of rheumatic valves,
especially among stenotic valves compared to regurgitation or combined lesions
(56% versus 18%, p = 0.014, respectively). An active inflammatory process was
present in rheumatic mitral valve end-stage lesions, with mild intensity, focal
distribution and with predominance of mononuclear cells. Severe fibrosis was found
in the interstitium of all rheumatic valves leading to valve deformity and dysfunction
during advanced disease. Valvular calcification was more frequent in mitral stenosis,

associated with mitral valve area, indicating advanced rheumatic involvement.

Keywords: Rheumatic fever. Rheumatic heart disease. Rheumatic mitral valvopathy.

Mitral valve. Histopathology inflammation.
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1 INTRODUCAO

A febre reumatica aguda (FRA) é uma complicacdo ndo supurativa da
faringoamigdalite causada pelo estreptococo beta-hemolitico do grupo A (EGA),
Streptococcus pyogenes, decorrente de resposta imune tardia a esta infeccdo em
populacdes geneticamente predispostas (1). As manifestacGes clinicas da FRA sao
geralmente transitérias, evoluindo sem sequelas, porém a cardite reuméatica pode
progredir para cardiopatia reumatica crbnica, com acometimento valvar
caracterizado por processo inflamatério crénico associado a fibrose, levando a
disfuncéo valvar definitiva e grave (2). A cardite reumatica constitui a principal causa

de morbidade e mortalidade por FRA.

A FRA e a resultante cardiopatia reumatica (CR) constituem doencas
associadas as precarias condicdes socioeconOmicas e sanitarias (3). A drastica
reducdo da incidéncia da FRA e, consequentemente, nas taxas da CR, em paises
desenvolvidos durante o século XX, foi atribuido em parte as melhorias nas
condicbes socioecondmicas e ao amplo uso da penicilina G benzatina para o
tratamento da faringite estreptocécica (4). Porém, permanecem como grave
problema de saude publica nos paises em desenvolvimento, frequentemente

subreconhecido (5).

As valvas cardiacas sdo estruturas de tecido conjuntivo organizadas,
contendo principalmente duas populacfes celulares. As células intersticiais que sao
responsaveis pela renovacdo de matriz extracelular e as células endoteliais que
contornam os folhetos da valva. O acometimento reumatico valvar apresenta
algumas caracteristicas bem definidas, incluindo processo cicatricial, espessamento
das cordoalhas tendineas e dos folhetos valvares e a angiogénese. A lesao valvar
reumatica parece ser mediada pela desorganizagdo da matriz extracelular com
perda da integridade estrutural do tecido valvar. Achados histolégicos e estudos
imunologicos em varios 6rgaos, como coragao e vasculatura, sugeriram que o tecido

conjuntivo pode ser um local comum das manifesta¢cdes da doenga reumatica.

Véarios fatores estdo implicados na progressdo das lesGes valvares.
Episédios recorrentes de FRA apresentam papel importante na perpetuacdo do
processo inflamatério com estabelecimento de rea¢des autoimunes no tecido valvar,

consequente a infeccdo prévia pelo Streptococcus pyogenes, mesmo na auséncia
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da bactéria. Susceptibilidade genética representa outro fator importante no
desenvolvimento da lesdo valvar, com polimorfirmos genéticos implicados na

ativacdo da resposta imune (6).

Entender melhor o processo inflamatorio e a consequente fibrose, envolvidos
na patogénese da lesdo valvar reumatica, é fundamental para definir evolugcdo da
doenca e identificar os individuos susceptiveis a progressao para disfuncdo valvar
grave, permitindo estabelecer estratégias terapéuticas diferenciadas com impacto no

prognéstico dos pacientes acometidos por essa condicao.

Dessa forma, o presente estudo foi desenhado para se estudar, de forma
sistematica, as alteracdes histolégicas encontradas nas valvas mitrais em estagio
avancado de lesdo valvar reumatica. Além disso, buscou-se associacdo entre o

padréao de disfuncéo valvar predominante com os achados histopatolégicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Valva Mitral

2.1.1 Anatomia

O aparelho da valva mitral € uma estrutura complexa constituida por um
anel, dois folhetos, cordas tendineas e dois musculos papilares (Figura 1) (7). O anel
€ uma estrutura geométrica ndo planar, complexa, em forma de sela, com um
didmetro intercomissural maior que médio-lateral (Figura 2). O folheto anterior €
longo e estreito, enquanto o folheto posterior € mais curto e mais largo. O anterior
apresenta continuidade com a valva adrtica através da fibrosa intervalvar mitro-
aortica. Os folhetos se encontram em duas comissuras: anterolateral e
posteromedial. Para fins descritivos, cada folheto € dividido em trés scallops, de
lateral para medial. Ambos os folhetos se ligam ao anel mitral dinAmico em suas
extremidades basais, enquanto que as cordas tendineas emergem das superficies

ventriculares e se juntam distalmente aos musculos papilares (Figura 3).

As cordas tendineas séo estruturas fibrosas, classificadas em trés tipos com
base no seu nivel de inser¢cdo. As primarias se inserem na margem livre dos
folhetos, as secundarias na superficie rugosa dos folhetos e as terciarias apenas na

parte basal do folheto posterior.

Os musculos papilares sdo nomeados, de acordo com a localizacdo no
ventriculo esquerdo, em anterolateral e posteromedial. O musculo papilar
posteromedial tem suprimento de sangue Unico a partir da artéria coronaria direita,
enquanto o musculo papilar anterolateral é suprido tanto pela artéria descendente

anterior quanto pela artéria circunflexa, ambas originadas da coronaria esquerda (8).
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Anterior leaflet

Annulus

Lateral commissure
Medial commissure

Posterior leaflet
Chordae tendineae

Medial papillary
muscle

Lateral papillary
muscle

Figura 1: Anatomia da valvar mitral. Esquema da estrutura do aparato valvar e seus componentes
(Fonte: Harb, 2017).

Figura 2: Valva mitral. Posicdo anatdmica dos folhetos anterior e posterior e das comissuras antero-
lateral e postero-medial. AM: didmetro antero-posterior. CC: diametro latero-medial (intercomissural).
LAA: apéndice atrial esquerdo. * septo interatrial. (Fonte: Krawczyk-Ozdg, 2017)
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Figura 3: Estrutura da valva mitral. Estrutura formada por dois folhetos, anterior e posterior
(composto por 3 scallops: P1, P2 e P3); cordas tendineas e musculos papilares. (Fonte: Levine,
2015).

2.1.2 Histologia

Todas as valvas cardiacas tém a mesma histologia basica. Cada folheto
valvar possui um eixo formado por tecido conjuntivo denso recoberto em ambos os
lados por endocérdio. Nas valvas atrioventriculares, o endocérdio € mais espesso na
face ventricular que na face atrial. O eixo de tecido conjuntivo € avascular, com
predominio de fibras colagenas e elasticas, mas também contém fibroblastos e
células musculares lisas, que sao nutridas pelo contato direto do sangue das

camaras cardiacas (9).

A estrutura dos folhetos mitrais € composta por trés zonas. A zona de
transicdo anel-folheto contém miocitos atriais e vasos sanguineos. Fibras e
terminagbes nervosas se estendem para esta regido a partir do anel mitral,
mantendo a continuidade eletrofisiolégica com as demais estruturas cardiacas. A
zona lisa, translucida, que forma a regido central do folheto, consiste em rede de
colageno fina, porém densa, e fibroblastos que sintetizam ativamente a matriz
extracelular. A zona rugosa, localizada na borda livre do folheto, é espessa e rica em

glicosaminoglicanos.

Ao corte transversal, os folhetos apresentam trés camadas de tecido bem
definidas, que sao atrialis, espongiosa e fibrosa, cada uma com diferentes

espessuras, células e composicdo da matriz.
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A camada atrialis é revestida por endotélio e é formada por uma camada de
tecido conjuntivo subendotelial de colageno e elastina. A espongiosa, que contém
colageno frouxo e é rica em glicosaminoglicanos, é mais fina em direcdo ao anel
mitral e torna-se mais proeminente em direcdo a borda livre do folheto. A fibrosa é
composta predominantemente de fibras de coldgeno denso, dispostas paralelamente
a borda livre do folheto.

As células endoteliais e intersticiais da valva mitral tém interacdes reciprocas
gue favorecem a sua homeostase. Diante de algumas condicGes patologicas, as
células intersticiais transitam para um fendtipo de miofibroblasto ativado,
expressando proteinas e citocinas inflamatérias que remodelam rapidamente o meio

extracelular (8).

2.1.3 Patologia

A patologia em qualquer nivel do aparato valvar mitral pode levar a sua

disfuncéo.

A cardiopatia reumética € causa frequente de patologia valvar,
especialmente no nosso meio. A lesdo tipo estenose € desencadeada pelo processo
reumatico na maioria dos casos em todo o mundo (7). As outras etiologias incluem a
calcificacdo anular mitral, valvulite de radiacdo, causas congénitas, distarbios

inflamatorios sistémicos e obstru¢do por massa intracardiaca.

A regurgitacdo valvar mitral pode ser classificada como priméria ou
secundéria. A regurgitacdo primaria refere-se a anormalidades em qualquer ponto
da estrutura valvar, sendo o prolapso a causa mais comum em paises desenvolvidos
(10) e cardiopatia reumatica a causa mais comum no Brasil (11). Outras etiologias
incluem a endocardite infecciosa, calcificagdo anular mitral, doencas do tecido
conjuntivo, causas congénitas e medicamentosas. A regurgitacdo secundaria é
decorrente de alteracbes geométricas do ventriculo esquerdo que impedem o
funcionamento valvar adequado, sendo classificada em isquémica e nao isquémica,

encontrada nas cardiomiopatias (7).
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2.2 Cardiopatia Reumaética

2.2.1 Definicdo e Histéria Natural

O pico de incidéncia da FRA é entre 5 e 15 anos de idade. Os episédios
apos 30 anos de idade séo raros. Aproximadamente 60% das pessoas com FRA em
comunidades endémicas desenvolvem a CR (12, 13). A incidéncia da FRA é similar
em homens e mulheres, porém o risco de desenvolvimento da CR é 1,6 a 2,0 vezes

maior nas mulheres (5, 12).

A febre reumatica aguda (FRA) é uma reacdo inflamatéria sistémica
autoimune, que aparece de duas a quatro semanas apoés a faringite por estreptococo
beta-hemolitico do grupo A, podendo apresentar envolvimento cardiaco, articular,

neuroldgico e cutaneo (14).

A cardite € a manifestacdo mais grave da febre reumatica (FR), pois pode
deixar sequelas e acarretar 6bito. A manifestacdo ocorre entre 40%-70% dos
primeiros surtos, embora em séries mais recentes, nas quais a ecocardiografia foi

utilizada para avaliacdo, demonstraram prevaléncias mais elevadas (3).

O acometimento cardiaco é caracterizado pela pancardite, sendo a valvulite
a apresentacdo mais comum (15), com ampla variacdo em relacdo a gravidade, de
leve envolvimento subclinico (16,8%) (16) a quadro grave com insuficiéncia cardica
congestiva e morte (20%) (17). No Brasil, a FR é a principal etiologia das
valvopatias, entre criancas e adultos jovens, responsavel por até 70% dos casos
(18).

A valva mitral € mais comumente afetada (65-70% dos pacientes) seguida

pela valva adrtica (25%). A valva tricuspide € acometida em apenas 10% dos

pacientes e quase sempre esta associada as lesdes mitrais e aorticas (19).

Na FRA, com o intenso processo inflamatorio em atividade, predominam as
lesGes regurgitativas, sendo mais frequente a regurgitacdo mitral. Por outro lado, as
lesbes valvares estendticas ocorrem mais tardiamente, apés décadas, na fase

cronica da doencga, decorrentes do processo de cicatrizacao (3).

O processo de cicatrizagdo da cardite reumatica resulta em varios graus de
fibrose e dano valvar (20). Do ponto de vista patoldgico, ocorre espessamento dos

folnetos com fusdo das comissuras e de cordoalhas tendineas, podendo estar
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presente algum grau de calcificagdo dos folhetos, resultando em estenose ou uma
combinacdo de estenose e insuficiéncia. O grau de envolvimento patolégico destas
estruturas €& bastante variavel, conferindo ao aparelho valvar mitral uma

configuracdo semelhante a funil (11).

As lesdes valvares permanentes desenvolvem entre 2 a 10 anos ap0s um
episédio de FRA, sendo que episodios recorrentes podem causar danos

progressivos nas valvas (16).

2.2.2 Epidemiologia

Estudo recente estimou uma prevaléncia de 33 milhdes de casos de CR em
paises endémicos e uma mortalidade de 275.000 por ano, com reducao de 8,1% nos
altimos 25 anos (21). A distribuicdo global da FRA e da CR é desproporcional entre

as regides geograficas, como ilustrado na Figura 4 (14).
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Figura 4: Prevaléncia global e taxas de mortalidade da CR. (Fonte: Global Burden of Disease -
2010/2013).

No Brasil, estima-se que anualmente ocorram cerca de 10 milhdes de
faringoamigdalites estreptococicas, perfazendo o total de 30.000 novos casos de FR,
dos quais aproximadamente 15.000 poderiam evoluir com acometimento cardiaco
(22). Estudos realizados na populacdo de escolares em algumas capitais brasileiras
estimaram a prevaléncia de cardiopatia reumatica crénica em 1-7 casos/1.000, o que
€ significativamente maior do que a prevaléncia da doenca em paises
desenvolvidos, como os Estados Unidos, onde varia entre 0,1-0,4 casos/1.000

escolares (3, 13).
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Estudos mais recentes avaliaram a prevaléncia da cardiopatia reumética
através do ecocardiograma de screening para deteccdo precoce de lesfes valvares,
antes do desenvolvimento de sintomas. Em estudo realizado no estado de Minas
Gerais com o ecocardiograma (PROVAR study) mostrou prevaléncia de 0,5% de
cardiopatia reumatica definitiva e 3,7% de casos borderline para cardiopatia. Esse
estudo incluiu 5996 estudantes entre cinco a 18 anos de escolas publicas de Belo
Horizonte e da regidao de Montes Claros, confirmando que a CR continua sendo um

problema de saude publica no nosso meio (23).

Segundo dados do Datasus, no Brasil, em 2015, houve 7.782 internacdes
por cardiopatia reumatica, com gasto de R$ 84.080.772,39, e 2.420 internagcdes por
FRA, com gasto de R$ 2.318.082,05. A mortalidade, neste mesmo ano, foi de 1.925
e 124, respectivamente. Estudo realizado no Hospital das Clinicas da UFMG
demonstrou que 20% dos pacientes internados para cirurgia cardiaca eram
portadores de CR. Além disso, a CR foi um preditor independente de hospitalizacédo

prolongada (24).

2.2.3 Fisiopatologia

A patogénese da CR esta relacionada ao padrdo de resposta imune apés
exposicdo ao EGA (Streptococcus pyogenes). Os estudos epidemioldgicos e
imunoldgicos identificaram claramente o EGA com agente etiolégico e
desencadeante da FR em individuo susceptivel, porém as vias moleculares que os

ligam séo pouco entendidas (6).

7

A base patogenética da doenca reumdtica é composta pela triade
caracterizada pela presenca do EGA, hospedeiro geneticamente susceptivel e
reposta imune exacerbada. O mecanismo atualmente proposto para o0
desenvolvimento da doenca envolve 0 mimetismo antigénico associado a resposta
imune anormal, que é o compartilhamento de anticorpos ou epitopos de células T
entre o hospedeiro e o microorganismo (25) . A teoria mais amplamente aceita € o
mimetismo entre a proteina M do EGA e a miosina cardiaca do hospedeiro, porém

mecanismos adicionais de reacao cruzada sado provaveis (26).

A existéncia de processo autoimune na FR foi proposta ap6s a observagéo

de que as lesdes no coracdo estavam associadas a anticorpos que reconheciam o
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tecido cardiaco. Anticorpos do hospedeiro dirigidos contra antigenos estreptocdcicos
também reconhecem estruturas do hospedeiro, iniciando o processo de
autoimunidade. Assim, como ocorre o0 reconhecimento cruzado humoral, também
acontece reacdo cruzada celular, com linfécitos T ativados por epitopos
estreptococicos passando a reconhecer epitopos proprios, e consequente agressao
celular aos tecidos préprios (27). A resposta celular parece ser especialmente
importante em pacientes que desenvolvem cardite grave. Por outro lado, o papel dos
anticorpos na FR parece ser mais importante durante a fase inicial da FR, causando

entre outros, artrite por depdsito de imunocomplexos nas articulagées (15).

A resposta humoral € responsavel principalmente por iniciar a cardite,
seguida pela infiltracdo celular do endocardio e tecidos valvares, resultando em
danos adicionais que levam a lesdo valvar. Pacientes com envolvimento valvar
apresentam niveis elevados de autoanticorpos que se correlacionam com pior
prognostico e héa significativa reducdo dos seus niveis apds remocdo cirlrgica das

valvas acometidas (28).

Esta bem claro que a FR e a CR resultam de uma complexa interagdo entre
multiplos antigenos estreptocécicos, anticorpos de reacdo cruzada e muitos alvos
imunes. A resposta celular na cardite reumatica envolve a producédo de células T
auto-reativas que infiltram a valva e o miocérdio, a ativacdo do endotélio valvar e a

formacéo de nodulos Aschoff (figura 5) (1).

Estudos histolégicos de pacientes com CR mostraram células plasmaticas
cercadas por linfécitos T CD4+, proximos a fibroblastos, sugerindo interacéo entre a
célula plasmatica (linfocito B) e o linfocito T (29). Os nodulos de Aschoff séo
compostos por agregados de células semelhantes a macrofagos e mondcitos, que
exercem a funcdo de células apresentadoras de antigeno para as células T (30).
Desta forma, além da reacdo cruzada inicial, a apresentacdo continuada de
antigenos no sitio da leséo, contribui para uma amplificacdo da resposta imune e
ativacdo de maior numero de clones auto-reativos de linfocitos T. A presenca de
linfécitos T CD4+ em grande quantidade foi demonstrada em pacientes com
cardiopatia reumatica crbnica, o que sugere papel direto destas células na patologia
da doenca (31).

A suscetibilidade genética do hospedeiro para o desenvolvimento de FR e
CR é assunto de grande interesse. Estudos populacionais sugerem que 5% dos
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individuos a suscetibilidade a doenca é hereditaria. As moléculas HLA de classe I,
expressas na superficie das células apresentadoras de antigenos e fundamentais
para desencadear a resposta imune adaptativa, apresentam forte associagcdo com a
FR e mais de 30 alelos ja foram identificados. Os alelos HLA-DR7 e HLA-DR4 foram
0S mais consistentemente relatados em diversas populagdes (26). O polimorfismo
em genes que codificam as proteinas relacionadas a resposta imunoldgica também

foi associado a suscetibilidade a FR e CR (1).
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Figura 5: Resposta imune cruzada do EGA ao tecido cardiaco. Anticorpos contra o EGA
reconhece a superficie valvar com aumento da expressdo de moléculas de adesdao ao endotélio
valvar permitindo as células T (principalmente CD4) aderir ao endotélio e migrar para dentro da valva.
Esse processo inflamatorio remodela a estrutura valvar, ocasionado lesdes irreversiveis. (Fonte:
Carapetis, 2016)

2.2.3.1 Autoimunidade

Os anticorpos reativos que se unem ao endotélio valvar podem causar
inflamacéo, infiltragcdo celular e cicatriz na valva. Uma vez ativado, o aumento da
expressdo de varias moléculas de adesdo pelo endotélio valvar facilita a ligacao e
infiltracdo das células T (32). Tanto as células T CD4 como CD8 infiltram as valvas

na FRA, com predominio das células T CD4. Apo0s o insulto valvar inicial, o processo
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desencadeia uma cascata que leva ao reconhecimento de epitopos adicionais,
permitindo subsequentes danos valvares mais graves. Estudos recentes
demonstraram que a maioria dos péptidos reconhecidos pelos clones de células T

infiltradas sao exclusivamente de tecido valvar (33).

Citocinas inflamatdrias como interferon (IFN) gama, fator de necrose tumoral
(TNF) alpha e interleucina (IL) 10 sdo predominantes no tecido valvular, enquanto
gue a expressao de citocinas reguladoras como IL-4 € consistentemente baixa. A
diminuicdo dos niveis de células T reguladoras também foi associada a CR e com
maior gravidade. O desbalanco entre citocinas pré-inflamatérias e reguladoras,
levam a um processo inflamatoério persistente, que gera lesdo valvar progressiva
(34).

A presenca de células inflamatorias, como neutrofilos, macréfagos, linfécitos
T e B, tanto no miocardio quanto nas valvas, demonstram que ha uma inflamacéo
crbnica em progressdo na doenga reumatica, em meio a fibrose resultante do
processo de reparo do tecido valvar (20). Os fatores que levam a fibrose progressiva
dos folhetos valvares com distorcdo de sua arquitetura, e consequente disfuncéo,
ndo sdo completamente definidos. A diferenciacdo de fibroblastos cardiacos em
miofibroblastos, que podem produzir até duas vezes mais colageno, foi
correlacionado a fibrose valvar. Estudo prévio avaliou o fator de transformacao de

crescimento (TGF) B1 como possivel indutor de todo esse processo na CR (2).

2.2.3.2 Aspectos Morfoldgicos

A cardiopatia reumatica caracteriza-se por uma pancardite. Varios
mediadores inflamatoérios estdo envolvidos e atraem leucoécitos, mondcitos, linfocitos
T e B, resultando em inflamacéo local, leséo tecidual e subsequente desorganizacéo

da matriz celular levando a disfungao valvar (35).

A lesdo basica da cardite reumética € a deposicdo de material fibrindide,
fagocitose deste material por macréfagos modificados e resolucdo através da
fibrose. A reacdo inflamatoria inclui linfocitos, monocitos e neutrofilos e se
acompanha de tecido de granulagdo. O caréter recidivante das lesdes inflamatérias
a cada novo surto de infeccdo causa piora progressiva do processo cicatricial

causando a disfuncao valvar permanente (Figura 6).
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Os nédulos de Aschoff (Figura 7), caracteristicos da fase aguda da doenca
reumatica, podem ser encontrados apés muito tempo em individuos sem atividade
da doenca. O aspecto dos nédulos varia conforme sua evolucdo. Na fase inicial
predomina material fibrinoide. A fase granulomatosa é representada pelo acumulo
de macrofagos modificados. A fase final € a cicatricial, caracterizada pela regresséo
do processo proliferativo acompanhado por fibrose. S&o mais comuns no intersticio
do miocardio, mas, nos casos mais intensos, podem ser encontrados no tecido
valvar (36).

Na fase cronica da doenca predomina a inflamacdo por mononucleares,
acompanhada de neoformacao vascular, fibrose e cicatrizacdo (36). A calcificacéo
também é encontrada na fase crénica. Embora tenha sido descrita ha mais de 200
anos, 0s mecanismos celulares responsaveis pela calcificacdo néo séo
completamente conhecidos. Um estudo recente demonstrou infiltrado inflamatoério
intenso e expressao de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em areas de
neoangiogénese em valvas reumaticas. 1sso sugere que a calcificacdo ocorra nestas
areas, estimulada por um processo inflamatério ativo com liberacdo de VEGF,

especificamente pelos macréfagos e miofibroblastos (37).

Figura 6: Valva mitral reumética. Imagem macroscopica da valva mitral reumatica com abertura
valvar reduzida, fusédo de ambas as comissuras com espessamento das cordoalhas de uma paciente
incluida no estudo.
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Figura 7: Noédulo de Aschoff. Granulomas de macréfagos modificados entre feixes de
miocardidcitos. Os macréfagos sdo conhecidos como células de Anitschkow cujo nlcleo possuem o
aspecto classico em “olho de coruja”. (Fonte: http://anatpat.unicamp.br/).


http://anatpat.unicamp.br/
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2.2.4 Diagnostico

O diagnéstico da FR é clinico e ndo possuiu um unico teste confirmatorio. Os
critérios mais amplamente utilizados para guiar o diagnéstico (Critérios de Jones)

foram propostos em 1994 e revisados em 2015 (38).

Diante da heterogeneidade da distribuicdo global da FR, um anico conjunto
de critérios ndo é suficiente para todos os grupos populacionais e todas as regifes
geograficas. Por isso, foi importante a revisdo dos critérios que definiu dois
conjuntos baseados no risco populacional, além de ter incluido o ecocardiograma
para o diagnostico de cardite e feito recomendacdes especificas para o diagnoéstico

de recorréncia da FR.

O diagnostico de um episédio inicial requer documentacdo de infeccao
recente por estreptococo e pelo menos dois critérios maiores ou um maior e dois

menores (Quadro 1).

Quadro 1: Critérios de Jones revisados

A. Para todas as populacfes de pacientes com evidéncia de infec¢do estreptocécica
anterior

Diagnostico: FR inicial
Diagnostico: FR recorrente

2 critérios maiores ou 1 maior e 2 menores
2 critérios maiores ou 1 maior e 2 menores
ou 3 menores

B. Critérios maiores
Populagdes de baixo risco
Cardite

e Clinica e/ou Subclinica
Artrite

e Apenas poliartrite

Corea
Eritema marginatum
Nodulos subcutaneos

Populacdes de risco moderado e alto
Cardite
e Clinica e/ou Subclinica
Artrite
e Monoartrite ou poliartrite
e Poliartralgia
Corea
Eritema marginatum
Nodulos subcutaneos

C. Critérios menores

Populagdes de baixo risco

Poliartralgia

Febre (238,5°C)

VHS 260mm/h ou PCR =3,0mg/dL

Intervalo PR prolongado, apds ajuste para
idade (exceto se cardite como critério maior)

Populacdes de risco moderado e alto
Monoartralgia

Febre (238°C)

VHS =30mm/h ou PCR 23,0mg/dL

Intervalo PR prolongado, ap6s ajuste para
idade (exceto se cardite como critério maior)

Fonte: AHA 2015

A cardite subclinica foi reconhecida como manifestacdo da FR. Um estudo

mostrou que 16,8% dos pacientes com FR apresentavam cardite subclinica e quase
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metade desses (44,7%) apresentou doenca valvar progressiva (16). O
ecocardiograma € considerado mais especifico que a ausculta (39) e um

ecocardiograma normal exclui o diagndéstico de cardite clinica.

Nos grupos populacionais de baixo risco, definido por uma incidéncia da
febre reumatica < 2 casos por 100.000 escolares (5 a 14 anos) por ano ou
prevaléncia de cardiopatia reumatica < 1 caso por 1.000 pessoas (todas as idades)
por ano (38), o mais importante € evitar superestimar o diagnostico da FR. Ja nos
grupos populacionais de moderado a alto risco, o objetivo € detectar todos os casos
da doenca (14).

Pacientes com FR apresentam alto risco de recorréncia. Na presenca de
histéria prévia de FRA ou CR e infeccdo estreptocdcica recente documentada, o
diagnéstico de recorréncia se faz diante de dois critérios maiores ou um maior e dois

menores ou trés menores (38).

Alguns estudos estimaram a prevaléncia das manifestagcbes maiores em
pacientes portadores de FR: cardite 50-78% (40), artrite 35-88%, eritema
marginatum < 6%, nodulos subcutaneos < 1-13% e coreia de Sydenham 2-19% (14).

2.2.5 Manifestacdes Clinicas

A CR tem um curso clinico variavel, que compreende desde disfuncéo valvar
subclinica até sintomas limitantes de insuficiéncia cardiaca (IC). Além da IC, outras
complicagbes da CR sdo a endocardite infecciosa, a fibrilacdo atrial (FA) e o
acidente vascular cerebral (1). Um estudo avaliou desfechos em longo prazo e
determinou a incidéncia destas complicagfes (por 100 pessoas-ano): IC de 9,09, FA
de 4,7, endocardite infecciosa de 1,0, e acidente vascular cerebral de 0,58 (41). De
1990 para 2015 houve um aumento de 88% nos casos de IC entre os pacientes
portadores de CR (21).

Os sintomas da CR dependem do tipo da lesdo valvar e de sua gravidade.
Palpitacdo € o sintoma mais comum (95,4%), seguido de fadiga (89,2%), dispneia
(75%), dor toracica (74,6%), sincope (15,4%) e edema (14,6%). Palpitacbes podem
ocorrer se a fibrilagdo atrial estiver presente, particularmente na estenose mitral,

enguanto angina e sincope predominam na valvopatia aértica (42).
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A cardiopatia reumética constitui fator de risco importante para endocardite
infecciosa, justificando a necessidade de antibioticoprofilaxia antes de procedimento

com alto risco de bacteremia (18).

As doencas valvares séo fatores de risco para o desenvolvimento de FA (43)
que é a principal causa de acidente vascular cerebral (20 a 30%). A FA e IC
coexistem em alta porcentagem de pacientes (20 a 40%), sendo o aparecimento da
arritmia um preditor independente de mortalidade. A anticoagulacdo oral esta

indicada nos pacientes que desenvolvem FA (44).

2.2.6 Tratamento e Profilaxia

A abordagem dos pacientes com CR visa prevenir episddios recorrentes de
FRA, monitorizacdo clinica dos sintomas e acompanhamento ecocardiografico das
lesGes valvares e fungéo ventricular. A disfuncdo valvar grave com sintomas constitui
indicacdo de intervencdo valvar, frequentemente cirdrgica, com troca da valva e

implante de protese valvar.

A profilaxia primordial envolve estratégias em promoc¢do de saude para
evitar a infecgao por EGA.

A profilaxia primaria tem como objetivo impedir o desenvolvimento da FRA
apos uma infeccdo por EGA, através de cuidados de saude adequados, incluindo a

antibioticoterapia. A penicilina benzatina é a droga de escolha (45).

A profilaxia secundaria continua sendo o0 ponto mais importante no manejo
da FRA, por evitar a sua recorréncia, reduzindo a gravidade da CR e evitando a
progressdo da doenga. Consiste na administracdo continua de antibiotico,
permanecendo a penicilina benzatina como a droga de escolha. A duracéo deste
tratamento € individualizada e depende da idade do paciente, do intervalo do ultimo
surto, da presenca de cardite no surto inicial, do nimero de recidivas, da condicao

social e da gravidade da CR residual (15).

As intervengdes valvares se fazem necessarias diante da CR avangada na
presenca de manifestacdes clinicas, podendo ser realizada por via percutanea ou
cirrgica. As indicacbes sdo baseadas na presenca de sintomas e em critérios
ecocardiograficos de gravidade da leséo valvar.
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A valvoplastia mitral percutanea com baldo € o procedimento de escolha em
pacientes com estenose mitral grave sintomatica. Escores que avaliam
caracteristicas morfolégicas do aparato valvar e subvalvar determinam a
elegibilidade para o procedimento (46). Estudos demonstram beneficios do

procedimento em relacdo aos desfechos precoces e intermediarios (47).

A cirurgia de troca valvar (Figura 8) é a Unica op¢do de tratamento para
muitos pacientes com cardiopatia reumatica, porém ainda ndo esta amplamente
disponivel em todas as éareas endémicas da doenca. Identificar os pacientes
cirirgicos enquanto ainda sdo operaveis requer elevada capacitacdo diagnostica,
muitas vezes dentro de sistemas restritos de recursos e habilidades (14). A retirada

da valva e implante da protese se faz necessario quando o grau de deformidade da

valva impossibilita a reconstituicdo ou o reparo valvar.

Figura 8: Valva mitral reumética. Imagem ECO 3D (A) e visualizagdo durante procedimento
cirargico de troca valvar (B). Paciente com estenose mitral reumética grave submetido a
valvuloplastia mitral percutdnea com baldo, complicando com lacera¢do do folheto posterior (P3) e
regurgitacdo mitral significativa, necessitando troca valvar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar as alteragfes histologicas em fragmentos de tecido da valva mitral
em estdgio avancado de lesdo valvar reumatica, comparando-se com valvas

retiradas apos transplante cardiaco.

3.2 Especificos

Descrever os achados histoldégicos no endocéardio e no intersticio da valva

mitral acometida pela doenc¢a reumatica.

Descrever os achados clinicos e ecocardiograficos dos pacientes

submetidos a troca valvar mitral por cardiopatia reumatica.

Comparar os achados histolégicos da valva mitral entre os pacientes
portadores de estenose em relacdo aos pacientes com insuficiéncia valvar ou lesao

combinada.

Correlacionar achados clinicos e ecocardiograficos com os achados

histoldgicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, sem interferéncia no

tratamento.

42 Local de desenvolvimento do estudo

O local da pesquisa foi o Hospital das Clinicas (HC) da UFMG/EBSERH,
onde os pacientes foram submetidos a cirurgia cardiaca para retirada da valva mitral
e implante de protese valvar. A pesquisa envolveu também o Laboratério de
Patologia Molecular (LPM) do Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina
Legal da Faculdade de Medicina (FM) da UFMG. Os exames clinicos, propedéutica
complementar e o acompanhamento foram realizados nas dependéncias do HC-
UFMG/EBSERH.

4.3 Critérios de Selecéao

4.3.1 Critérios de Inclusao

Pacientes com doenca reumatica da valva mitral com indicacdo de troca
valvar, submetidos a cirurgia cardiaca no HC-UFMG/EBSERH e concordancia

voluntaria e por escrito em participar do estudo.

4.3.2 Critérios de Excluséao

Pacientes com lesdo valvar secundaria a outras patologias como isquemia

ou doenca degenerativa da valva mitral.

4.3.3 Grupo Controle

O grupo controle foi constituido por valvas coletadas de pacientes

submetidos ao transplante cardiaco por etiologia ndo reumatica.



Quadro 2: Passos do processamento histologico

Passo Estagio Solvente | Concentracdo |Duracéo (hora)
1 Desidratacéo Alcool 70% 1
2 Desidratacéo Alcool 80% 1
3 Desidratac&o Alcool 90% 1
4 Desidratac&o Alcool 95% 1
5 Desidratac&o Alcool 100% 1
6 Desidratacéo Alcool 100% 1
7 Desidratacéo Alcool 100% 1
8 Desidratacéo Alcool 100% 1
9 Clarificacao Xilol 100% 1

10 Clarificacao Xilol 100% 1
11 Impregnacao Parafina 100% 1
12 Impregnacao Parafina 100% 2

4.5.2 Técnica de coloracdo pela Hematoxilina & Eosina (H&E)
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Os cortes foram corados com H&E. Com esse método de coloracdo, 0s

nacleos se coram em azul (tém afinidade pelo corante basico hematoxilina, portanto

sdo basofilicos), enquanto colageno e fibras intersticiais se coram em vermelho ou

rosado (tém afinidade pelo corante acido eosina, portanto sdo eosinofilicos).

A técnica utilizada nesse estudo seguiu os procedimentos descritos abaixo,

de acordo com a sequéncia de etapas apresentadas na Figura 10.

Procedimentos para coloracdo H&E:

© 00 N OO O A W N PP

. Desparafinizacédo dos cortes com xileno;

. Hidratacdo dos cortes com banhos progressivos de etanol,

. Adicdo da solucdo de hematoxilina de Mayer por 15 minutos;

. Lavagem em agua morna de torneira por 15 minutos;

. Banho em agua destilada;

. Banho em alcool etilico (etanol) a 80% por 1 a 2 minutos;

. Contracoloracédo com solugéo de eosina-floxina por 2 minutos;

. Desidratagdo em alcool etilico a 95%, alcool etilico por 2 minutos;

. Montagem da lamina com entelam.
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Figura 10: Ordem de diluentes para a técnica de H&E.

4.5.3 Analise microscopica

As laminas com cortes histoldgicos corados pela H&E foram analisadas no

microscopio optico Nikon Eclipse E200, nas lentes com aumento 10x, 20x e 40x.

A analise microscopica da valva mitral coletada foi realizada pela mestranda
(juntamente com alunos de iniciacdo cientifica) e discutida com o Prof. Marcelo
Pascoal, coorientador desse estudo, para consenso das classifica¢cdes planejadas.

A partir dos conhecimentos da histologia da valva mitral (8), considerando as
deformacfes previstas para a valvopatia em estudo e os trabalhos de Shenthar et
al(49) e Galli et al(50), as variaveis de interesse da pesquisa foram codificadas de
acordo com o esquema apresentado na Figura 11.

A partir desta codificacdo, foi realizada andalise semi-quantitativa das
amostras por meio da aplicacdo de escala graduada (anexo 4), tanto do endocérdio,
gue representa as camadas atrialis e fibrosa, quanto do intersticio, que representa a

camada espongiosa da valva.
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4.4 Recrutamento

Os pacientes encaminhados ao HC-UFMG/EBSERH com diagndstico de
doenca valvar mitral reumatica caracterizada por estenose ou insuficiéncia, sem
distincdo de cor, classes ou grupos sociais, para serem submetidos a cirurgia

cardiaca de troca valvar mitral foram elegiveis para o estudo.

Os pacientes foram esclarecidos sobre o estudo e convidados a participar,
de forma voluntaria, durante o seu acompanhamento antes do procedimento
cirdrgico. Ao concordarem, os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (anexo 1), em que autorizaram a utilizacdo de seus dados
clinicos e de fragmentos de sua valva mitral no estudo. N&o houve qualquer tipo de
alteracdo no tratamento em virtude do presente estudo. A indicacédo de tratamento
cirirgico foi realizada pela equipe médica assistente seguindo as recomendacdes
das diretrizes de indicacdo cirdrgica nas doencas valvares e avaliando

individualmente os pacientes (48).

A consulta clinica dos pacientes, com anamnese e exame fisico, foi
realizada para coleta dos dados clinicos antes da cirurgia, seguindo o protocolo
clinico (anexo 2) previamente estabelecido, assim como o ecocardiograma,
realizado no setor de Ecocardiografia do HC-UFMG/EBSERH para a coleta de
dados ecocardiograficos e de imagens, também através de protocolo clinico pré-
definido (anexo 3).

As cirurgias foram realizadas no bloco cirargico do HC-UFMG/EBSERH e as
valvas (Figura 9) encaminhadas tanto ao Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital das Clinicas da UFMG/EBSERH, para exame histopatologico convencional,
conforme rotina estabelecida pelo Servico de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular
do HC-UFMG/EBSERH, quanto ao Laboratério de Patologia Molecular (LPM) do
Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da FM-UFMG, para

realizacdo desse estudo.
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Valvas normais

Valvas reumaticas

Figura 9: A) Imagens de valvas mitrais normais retiradas de pacientes submetidos ao
transplante cardiaco. B) Imagens de valvas mitrais reumaticas dos pacientes submetidos
acirurgia de troca valvar mitral.

4.5 Anédlise Histoldgica

As valvas recebidas no LPM foram examinadas e encaminhadas para
processamento histolégico de acordo com protocolos da rotina do laborat6rio, com
inclusdo em parafina, coloracdo pela Hematoxilina e Eosina (H&E) e andlise

microscopica.

4.5.1 Processamento histolégico

O processamento histolégico das amostras foi totalmente realizado no
processador automatico de tecidos TP 1020 da Leica, seguindo os passos descritos

no Quadro 2.
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Histologia Variavel Afrio
esquerdo
Atrialis Endocardio
Fluxo
. . sanguineo
Espongiosa Intersticio
Fibrosa Endocardio

- Cordoalha tendinea

Ventriculo
esquerdo

Muasculo
papilar

Figura 11: Codificacdo das variaveis da pesquisa (adaptada de Bischoff & Aikawa Progenitor
cells valve J Cardiovas Trans Res 2011).

Detalhadamente, no endocardio, foram avaliados a espessura; a intensidade
e distribuicdo da inflamacédo, além do tipo celular predominante; intensidade e
distribuicdo da fibrose; presenca de neoangiogénese. No intersticio foram avaliadas
intensidade e distribuicdo da inflamacdo, além do tipo celular predominante;
intensidade e distribuicdo da fibrose; presenca de neoangiogénese, calcificacao,

sangramento e metaplasia adiposa.

A espessura do endocardio foi determinada em milimetros. A intensidade da
inflamacgéo e da fibrose foi graduada em ausente, leve, moderada e acentuada; a
distribuicdo da inflamacéao foi graduada em ausente, focal ou difusa; a distribuicdo da
fibrose foi graduada em ausente, regular e irregular. A presenca de neoangiogenese,
calcificagdo, sangramento e metaplasia adiposa foram definidas como ausente ou

presente.

4.6 Pesquisa e normatizacao bibliografica

A pesquisa bibliografica foi realizada por meio de ferramentas de busca
utilizando-se as seguintes palavras-chave na lingua inglesa: febre reumatica,
cardiopatia reumatica, valvopatia mitral reumatica, histologia, patologia, resposta
inflamatoria, ecodopplercardiograma, intervencdo valvar, troca valvar. A base de
dados consultada foi o portal de literatura biomédica Publicagbes Médicas

(PUBMED), disponivel na internet. Os artigos incluidos como referéncias
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bibliograficas foram escolhidos apds pesquisa de publicacdes indexadas nas areas
de interesse, de 1978 a agosto de 2017. Também foram utilizados livros textos

referentes aos assuntos abordados.

4.7 Andalise Estatistica

Os dados foram inseridos em um protocolo de pesquisa, transferidos para
um banco de dados eletrdnico e analisados em um sistema de analise de dados
intitulado SPSS, versdo 21, para Windows. As variaveis categoricas foram
apresentadas como frequéncia e porcentagem e comparadas através do teste de
qui-quadrado. O teste T de Students foi usado para comparacdo das variaveis com
distribuicdo normal, cujos valores foram apresentados como média + desvio padrao.

Valor p de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.8 Aspectos éticos

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG aprovou a realizacdo deste
estudo (Projeto: CAAE 32715214.90005149) (anexo 5).

O estudo nédo propbés nenhuma alteracéo no tratamento dos pacientes e nao
alterou a rotina do acompanhamento clinico e das cirurgias cardiacas do hospital.
Assim ndo houve risco terapéutico adicional aos participantes, que permanecem em

acompanhamento no servi¢co de cardiologia do HC-UFMG/EBSERH .

Apesar de ndo produzir beneficios imediatos aos individuos que participaram
do estudo, o melhor entendimento do padrdo morfolégico e inflamatério da
valvopatia reumética e sua correlacdo com o perfil clinico dos pacientes, contribui

para o conhecimento do processo envolvido na patogénese dessa doenca.
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5 RESULTADOS

Os resultados e a discussédo serdo apresentados na forma de artigo

cientifico.

5.1 Artigo Cientifico
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Abstract

Introduction: The underlying mechanisms by which rheumatic heart disease (RHD)
lead to severe valve dysfunction are not completely understood. Histological analysis
of mitral valves excised from RHD patients are of great importance to define
strategies that prevent disease progression. The present study was designed to
comprehensively evaluate the histopathological changes in mitral valves at an end
stage of valve dysfunction, seeking an association between the pattern of
predominant valvular dysfunction and histopathological findings. Methods: Sixty
mitral valves were collected from patients undergoing valve replacement, 40 were
from RHD patients and 20 from controls undergoing heart transplantation. Clinical
and echocardiographic data were collected from RHD patients. Histological analyses
were performed using Hematoxylin-eosin staining to determine the degree of
inflammation and fibrosis in the endocardium and interstitium, the presence of
neoangiogenesis, calcification and adipose metaplasia. Results: The mean age of
RHD patients was 53 + 13 years, 36 (90%) were female, whereas mean age of
controls was 50 = 12 years, similar to the cases, with the majority of males (70%).
The rheumatic valve endocardium presented greater thickness than the controls (1.3
+ 0.5 mm versus 0.90 + 0.4 mm, p = 0.003, respectively) and a more intense
inflammatory infiltrate in the endocardium (78% versus 36%; p = 0.004), with
predominance of mononuclear cells. Fibrosis occurred in all rheumatic and control
valves, but with a higher intensity in rheumatic valves (100% vs 29%, p <0.001).
Calcification occurred in 35% of rheumatic valves, especially among stenotic valves
compared to regurgitation or combined lesions (56% versus 18%, p = 0.014,
respectively). Conclusion: An active inflammatory process was present in rheumatic
mitral valve end-stage lesions, with mild intensity, focal distribution and with
predominance of mononuclear cells. Severe fibrosis was found in the interstitium of
all rheumatic valves leading to valve deformity and dysfunction during advanced
disease. Valvular calcification was more frequent in mitral stenosis, associated with

mitral valve area, indicating advanced rheumatic involvement.

Keywords: Rheumatic fever. Rheumatic heart disease. Rheumatic mitral valvopathy.

Mitral valve. Histopathology inflammation.
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1. Introduction

Rheumatic heart disease (RHD) remains a major public health concern,
especially in low- and middle-income countries, where it is the leading cause of
cardiovascular death in children and young adults [1-3]. There are an estimated 33
million individuals currently living with RHD, accounting for over a million premature
deaths annually [1]. RHD has the highest cardiovascular disease-related loss of
disability-adjusted-life-years (DALY) in children worldwide [4]. Much of the morbidity
and mortality of RHD can be prevented, but if left untreated, subsequent heart failure
and death are inevitable [5, 6]. Most deaths occur in young adults, who would
otherwise be at the most productive years of their lives, indicating the devastating

impact of this condition [6, 7].

RHD is a harmful post-infectious sequel of acute rheumatic fever (ARF)
resulting from an abnormal immune response to a streptococcal pharyngitis that
triggers valvular damage [8]. Unlike myocardium and pericardium, the valvular tissue
often sustains permanent damage after active initial carditis [9]. In the late stage of
RHD, ongoing chronic inflammation continues leading to pathological valve
remodeling that perpetuate the valve damage over time [10, 11]. RHD most
commonly and severely affects the mitral valve (MV), which over time becomes
dysfunctional, contributing to an increased risk of death and other major adverse

outcomes.

Despite the observed progress in research on RHD pathogenesis, a number of
key scientific questions remain [12, 13]. Specifically, the underlying mechanisms
involved in the development of severe valve dysfunction are not completely
understood [14]. An active inflammatory process and endothelial activation are
fundamental to perpetuate the progressive fibrotic leaflet remodeling and further
valve dysfunction [15]. Therefore, to better understand this pathological process,
histological analysis of mitral valves excised from RHD patients will have great
impact in the development of novel therapeutic interventions strategies in RHD. The
present study was designed to comprehensive evaluate the histopathological
changes in mitral valves at an end stage of valve dysfunction, seeking an association
between the pattern of predominant valvular dysfunction and histopathological

findings.
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2. Methods
2.1. Study population

A total of 60 mitral valves were collected during the period of January 2015 to
2018, 40 were from RHD patients, and 20 composed the control group, which
included all patients who underwent heart transplant due to severe heart failure,

without primary valve lesion.

Patients referred to the University Hospital of Federal University of Minas
Gerais (HC-UFMG) diagnosed with rheumatic mitral valve disease, presenting
stenosis or regurgitation, and with indication to undergo mitral valve replacement

surgery were eligible for the study.

The patients were informed about the study and invited to participate,
voluntarily, during their follow-up before the surgical procedure. Treatment was
offered to all patients, independent of their willingness to participate in the study, and
all those who agreed to participate signed an informed consent form. This study was

approved by the Ethics Committee of Federal University of Minas Gerais.

Clinical consultation, anamnesis and physical examination were performed to
collect the clinical data prior to surgery, and the echocardiogram was performed at
HC-UFMG Echocardiography Sector, for the collection of echocardiographic and
imaging data.

Management of the patients and the indication for mitral valve replacement

was according to the recommended guidelines for valvular heart disease [16].

Surgeries were performed in the HC-UFMG Surgery Center and the valves
were sent to the HC-UFMG Pathology Department for conventional histopathological
examination, according to the routine established by the Cardiovascular and
Cardiovascular Surgery Service of the HC-UFMG, as well as the Laboratory of
Molecular Pathology (LMP) of the Department of Pathological Anatomy and Legal
Medicine of FM-UFMG, to carry out this study.

2.2. Echocardiographic evaluation

Two-dimensional (2D) echocardiography imaging and Doppler was performed

using a commercially available system (Philips ie33, Andover, MA or GE Vivid-q
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Horten, Norway) in all patients. Standard echocardiograms were obtained according
to the American Society of Echocardiography guidelines [17]. The conventional
indexes for assessment of mitral stenosis severity, including mitral valve area,
transmitral valve pressure gradients, and pulmonary artery systolic pressure were

measured, as recommended.

2.3. Histological analysis

The valves received in the LMP were examined and referred for histological
processing according to routine laboratory protocols, including fixation, paraffin
embedding, hematoxylin-eosin staining and microscopic analysis. Semi-quantitative
analysis of the samples was carried out using a graduated scale, both of the
endocardium, representing the atrialis and fibrous layers, as well as the interstitium,

representing the spongiosa layer of the valve.

Parameters of inflammation intensity, identification of the predominant cell
type and fibrosis intensity were evaluated, in addition to presence of

neoangiogenesis, calcification and adipose metaplasia.

Thickness of the endocardium was determined in millimeters. Intensity of
inflammation and fibrosis were graded as absent, mild, moderate and severe. The
presence of neoangiogenesis, calcification and adipose metaplasia was defined as

absent or present.

2.4. Statistical analysis

Categorical variables, expressed as numbers and percentages, were
compared using chi-squared testing. Continuous data were expressed as mean £ SD
and differences between inflammation intensity categories were accessed using
Student’s unpaired t-test. Differences that returned P values of <0.05 were
considered statistically significant from one another. Statistical analysis was
performed using the Statistical Package for Social Sciences for Windows, version
22.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois).
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3. Results
3.1. Patient characteristics

The mean age of the patients was 53 + 13 years and 36 (90%) were female.
The characteristics of the study population are summarized in Table 1. The majority
of the patients were in NYHA functional class Ill and IV (60%). Figure 1 shows
representative pictures of the anatomical characteristics of mitral valves from control

and patients.

Preoperative medications most frequently used were diuretics (60%) and beta-
blockers (55%). Thirteen patients (33%) were using penicillin benzathine for
secondary prevention of rheumatic fever. Patients with atrial fibrillation and/or

previous stroke were taking anticoagulants.

Regarding the pattern of valve involvement, 18 patients (45%) had pure mitral

stenosis,

14 patients (35%) had mixed mitral valve disease, and 8 patients (20%)
displayed predominantly mitral regurgitation. Aortic lesion was detected in the
echocardiogram in 15 patients (38%). Valvuloplasty had previously been performed
in 22 patients (55%), including either percutaneous or surgical intervention. Surgical
indication for complications of percutaneous valvuloplasty occurred in 6 patients
(15%).

The control group consisted of 20 patients who underwent cardiac transplant,
with mean age of 50 + 12 years, similar to the cases of RHD, with the majority of
males (70%). The causes of heart failure were Chagas dilated cardiomyopathy (9
patients), cardiomyopathy after myocarditis (3), ischemic cardiomyopathy (3),
idiopathic dilated cardiomyopathy (4), and retransplantation by autoimmune rejection
to the graft (1).

3.2. Histological analysis of rheumatic mitral valves

The rheumatic mitral valves endocardium was thicker (1.3 + 0.5 vs 0.9 + 0.4
mm) with greater intensity of fibrosis and inflammatory infiltrate compared with
controls (Figure 2A and B). The histological findings of rheumatic mitral valves

comparing to controls are shown in Table 2. Overall rheumatic valves presented
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inflammation of mild intensity, focal distribution and predominance of mononuclear
cells, and fibrosis of moderate to severe intensity in the interstitium (Figure 2C and
D). Neoangiogenesis in the endocardium was present in a portion of the rheumatic

valves and it was not observed among the controls (Figure 2E and F).

None of the valves of the control group presented calcification whereas 35% of
rheumatic valves had calcification (Figure 2G). Only a small portion of the valves in
both groups had adipose metaplasia (Figure 2H). Neoangiogenesis in the interstitium
predominated among the rheumatic mitral valves and it was observed in a lower

proportion among the controls (Figure 2I).

According to type of rheumatic mitral valve lesion, calcification was more
frequent in pure mitral stenosis compared with mitral regurgitation or mixed lesions.
Histological data according to the predominant mitral valve lesion that required valve
replacement are shown in Table 3. We further stratified the patients into 3 groups
according to inflammation intensity in low, moderate and high to correlate with mitral
valve area. We observed that the patients with a higher degree of inflammation and
without calcification had a larger mitral valve area (Figure 3 A and B, respectively).
There were no differences regarding leaflet thickness and inflammation intensity

(Figure 3C), nor neoangiogenesis and mitral valve area (Figure 3D).

3.3. Echocardiographic parameters associated with histological findings

Echocardiographic parameters and histological findings were further
compared. We observed an association between left ventricular systolic function,
assessed by ejection fraction, and the intensity of inflammation. Patients with left
ventricular dysfunction had a higher intensity of inflammation compared to patients
with preserved ventricular systolic function (50% and 12% respectively, p=0.023).
While valvular calcification was not associated with left ventricular dysfunction,
patients with right ventricular dysfunction had a higher calcification compared with
patients with normal right ventricular function (56% and 21% respectively, p=0.021),

which may be related to the type of lesion associated with calcification.
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4. Discussion

Leaflet tissue inflammation and fibrosis play a central role to induce
progressive valve damage in RHD [13]. The present study evaluated rheumatic mitral
valves in the end-stage of RHD compared when life-threatening valve dysfunction
required surgery for valve replacement. The histological findings from rheumatic
valves were compared with excised mitral valves from patients who underwent
cardiac transplant, without primary valve disease. The analysis of the histological
data showed marked fibrosis among all rheumatic valves, showing that continued
fibrosis perpetuates throughout RHD progression.

Notably, even though patients are later in their disease, the valves continue to
show active inflammatory processes, predominantly composed of mononuclear cells.
The presence of an inflammatory process in activity was observed in both the
endocardium and the valve interstitium. The lower degree of fibrosis, irregularly
distributed, in the endocardium, associated with the presence of inflammatory cells,
indicates that endothelial activation remains present in the more advanced stages of
the rheumatic disease and is responsible for keeping the process in progression.

The intensity of inflammation was associated with mitral valve area, but not
with leaflet thickness. Calcification was detected in 35% of the rheumatic valves,
predominantly in pure mitral stenosis, and correlated with valve area. The
identification of calcification reinforce the chronicity of the process, and its occurrence
may be related to the mechanisms underlying the end-stage of rheumatic impairment
[18]. The predominance of calcification observed in rheumatic valves with pure
stenosis confirms that this lesion predominates in the late stages of the disease [3].
Rajamannan et al. demonstrated that calcification occurs in areas of
neoangiogenesis, stimulated by an active inflammatory process, formed especially by
macrophages and myofibroblasts [19]. Banerjee et al found a greater degree of
fibrosis and neovascularization with focal perivascular mild infiltration predominantly
of lymphocytes and plasma cells [20].

Studies indicate that the autoimmune process involved in RHD begins when
the reactive antibodies bind to the valvar endothelium, leading to inflammation and
cellular infiltration. Once activated, the valvar endothelium increases the expression
of adhesion molecules, which facilitates T-cell binding and infiltration [21]. After the
initial valvar insult, the process triggers a cascade leading to the recognition of
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additional epitopes, leading to progressive valve damage [22]. The evidence that
continued presentation of autoantigens at the lesion site contributes to an
amplification of the immune response is reinforced by the significant reduction in

autoantibody levels after surgical removal of the affected leaflets [23].

After activation of the valvar endothelium with the adhesion of activated T
cells, the cicatrization, neovascularization and lymphocyte infiltration cycle begins
[24]. Avascular valvar tissue is normally protected by the endothelium until a
triggering factor, which may be antibodies and / or inflammatory cytokines, breaks
the endothelial barrier, allowing the cycle of cell infiltration and healing to begin [25].
Once initiated, the healing process becomes more intense in the valve interstitium,
due to the activation and proliferation of myofibroblasts that are responsible for valve
fibrosis [26]. It has already been demonstrated that, in view of some pathological
conditions such as RHD, interstitial cells can transform into an activated
myofibroblast phenotype, expressing inflammatory proteins and cytokines, capable of
rapidly remodeling the extracellular environment [27]. The significant decrease in
plasma levels of biomarkers of collagen metabolism following mitral valve
replacement strongly suggests the contribution of the mitral valve apparatus to the
perpetuation of the fibrotic process in RHD [20].

4.1. Study limitations

The high prevalence of atrial fibrillation, previous history of stroke, previous
valve intervention, limiting dyspnea (NYHA 1l and IV) and pulmonary hypertension
have been shown to be severe in patients with advanced disease. As we included
only patients with indication for valve replacement, our population therefore is

representative of a spectrum of more severe stages of disease.

Mitral valve replacement is indicated for symptomatic patients with advanced
disease and marked valve anatomy deformity, where is unlikely mitral valve repair
[28]. Therefore, the sample collected for our study represents the advanced

rheumatic process, limiting the evaluation of the process in its initial phase.

The valves from the control group are not healthy, normal valves, since they
were collected from patients undergone heart transplantation due to severe left

ventricular dysfunction of different etiologies. Chagas heart disease, the predominant
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etiology of valves collected from transplanted hearts, is an inflammatory disease,
associated with fibrosis. Although Chagas disease primarily affects the ventricular
myocardium, histological changes in the valves may be occur associated with heart
failure [29]. The differences in histological analysis could be even greater if compared

to healthy tissue valves.

4.2. Clinical implications

The pathological process involved in RHD is complex and still not fully understood.
The identification of an active chronic inflammatory process, although of mild
intensity, probably responsible for the maintenance of the immune response and the
progression of the valve lesion, supports the concept that inhibiting inflammatory and
fibrotic processes has the potential to limit progression of the valve disease and its

consequences.

5. Conclusion

Our findings demonstrate that an active inflammatory process was present in
rheumatic mitral valve end-stage lesions, with mild intensity, focal distribution and
with predominance of mononuclear cells. This inflammation was associated with
mitral valve area. Severe fibrosis was found in the interstitium of all rheumatic valves
leading to valve deformity and dysfunction during advanced disease. Valvular
calcification was more frequent in mitral stenosis, associated with mitral valve area,
indicating later rheumatic involvement. Endothelial activation was fundamental to
initiate and perpetuate the pathogenesis of rheumatic carditis. It is necessary to
better understand what maintains the inflammation and how endothelial activation
may predispose to clinical complications as well as the mechanisms that influence
the RHD mortality.
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Figure legends

Controls

******

Figure 1: Gross morphological aspects of the mitral valves from controls and patients

with rheumatic heart disease. Note that the in rheumatic valves, the anterior and
posterior mitral leaflets are fused at the commissures. The chordae are shortened

and fused.



54




55

Figure 2: Representative histological image of mitral valve from controls and
rheumatic heart disease patients stained with Hematoxylin-eosin.

A. Histologic view of a control mitral valve, showing mild fibrosis (arrow).

B. Rheumatic mitral valve with severe endocardial (asterisk) and interstitial

(arrowhead) fibrosis.

Panels C-I show specific aspects of mitral valves from rheumatic heart disease

patients

C. Presence of the endocardium (arrow) and interstitium (asterisk) valvar. In the

endocardium, there is mild fibrosis.

D. Moderate fibrosis in the endocardium (arrowhead). Staining: hematoxylin-eosin.
E. Neovascularization (asterisk) in the valvar endocardium.

F. Inflammatory foci (arrow) are detectable within neovascularization foci (asterisk).
G. Nodular calcification (asterisk).

H. Adipose metaplasia (arrow) with areas of fibrosis (arrowhead).

I. Neovascularization (arrow) with some inflammatory elements (arrowhead).
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Figure 3: Associations between histologic findings and mitral valve area and leaflet

thickness.

A. Mitral valve with high and moderate degree of inflammation show higher valve

area compared with valves with low degree of inflammation.

B. Calcification was associated with mitral valve area, indicating mitral stenosis as a

predominant lesion in more calcified valves.
C. Association between leaflet thickness and intensity of inflammation.

D. Association between neoangiogenesis and mitral valve area
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Table 1: Demographic, clinical and echocardiographic data of the patients who

underwent mitral valve replacement due to rheumatic heart disease

Variables Values
Age (years) 53+13.2
Female gender 36 (90)
Right-sided heart failure 12 (30)
Previous mitral valvuloplasty 22 (55)
Previous history of acute rheumatic fever 27 (68)
Use of antibiotic prophylaxis 13 (33)
Atrial fibrillation 24 (60)
Previous stroke 12 (30)
Previous hospitalization for heart failure 17 (43)
Echocardiographic parameters

Left ventricular end-diastolic diameter (mm) 51.7 £10.9
Left ventricular end-systolic diameter (mm) 35.8+8.6
Left ventricular ejection fraction (%) 60.6 £ 10.5
Mitral valve area (cm?) 1.18 + 0.37
Left atrial diameter (mm) 55.1+105
Pulmonary artery systolic pressure (mmHgQ) 46.5 + 18.3
Right ventricular dysfunction 16 (40)

Data are expressed as the mean value + SD or number (percentage) of patients.
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Variable* Rheumatic mitral Controls p value
valves (n=40) (n=20)

Endocardium

Thickness (mm) 1.3+05 09+04 0.003

Intensity of Absent or mild 38 (95) 20 (100) 0.375

inflammation Moderate or severe 2 (5) 0

Pattern of Focal 31 (78) 7 (36) 0.004

inflammation

Intensity of fibrosis Absent or mild 17 (43) 19 (95) 0.001
Moderate or severe 23 (57) 1(5)

Pattern of fibrosis Even 23 (57) 0 < 0.001
Uneven 17 (43) 7 (35)

Neoangiogenesis 11 (28) 0 0.030

Interstitium

Intensity of Absent or mild 33 (83) 14 (72) 0.320

inflammation Moderate or severe 7 (18) 6 (28)

Pattern of Focal 37 (92) 7 (36) <0.001

inflammation

Intensity of fibrosis Absent or mild 0 14 (71) <0.001
Moderate or severe 40 (100) 6 (29)

Pattern of fibrosis Even 4 (10) 0 0.200
Uneven 36 (90) 20 (100)

Neoangiogenesis 24 (60) 7 (35) 0.130

Calcification 14 (35) 0 0.010

Adipose metaplasia 4 (11) 4 (21) 0.320

*Data are expressed as mean + SD or number (percentage) of patients.
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Variable Pure Regurgitation  p value
stenosis and combined
(n=18) lesions (n=22)
Inflammation Absent or mild 15 (83) 18 (82) 0.900
Moderate or 3(17) 4 (18)
severe
Neoangiogenesis 11 (61) 13 (59) 0.897
Calcification 10 (56) 4 (18) 0.014
Adipose metaplasia 1(6) 4 (18) 0.230

Data are expressed as number (percentage) of patients.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O processo patolégico envolvido na cardiopatia reumatica é complexo e
ainda ndo esta totalmente esclarecido. A identificacdo de um processo inflamatorio
ativo no endocardio valvar, provavelmente o responsavel pela manutencdo da
resposta imune e da progressao da leséo valvar, fornece subsidio para pesquisas
adicionais. Nossa perspectiva € prosseguir a avaliacdo das valvas mitrais
reumaticas, associando a identificacdo das células presentes no infiltrado
inflamatério e a dosagem de citocinas no sangue periférico, visando definir
estratégias que possam interromper a progressdo da valvopatia e suas

consequéncias.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1l-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TITULO: Estudo anatomopatolégico da valva mitral acometida pela doenca

reumatica

INTRODUCAO:

Antes de aceitar para participar desta pesquisa, é necessario que vocé leia e
compreenda a seguinte explicacdo sobre o procedimento proposto. Esta declaracéo
descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconforto e precaucdes do

estudo.

OBJETIVO:

Avaliar a lesdo na valva mitral causada pela doenca reumatica.

RESUMO:

A doenca reumética € uma complicacdo decorrente de amigdalite causada
por uma bactéria denominada estreptococo. Apesar do mecanismo nao estar bem
esclarecido, os pacientes que apresentam a infeccdo de garganta pelo estreptococo
podem ter uma resposta inflamatéria intensa e causar problemas nas valvas do
coracdo. A valva mais acometida pelo processo patolégico reumatico é a valva
mitral, que inflamada vai levando a redugéo da sua abertura ou dificuldade no seu
fechamento. Com o funcionamento da valva alterado por essa doencga, comegam 0S
sintomas de falta de ar, cansaco exagerado, palpitacbes, além de inchaco nas
pernas e outras manifestacbes menos frequentes. Quando a valva esta muito
comprometida, esta indicada a cirurgia para retirada da valva e colocagdo de uma
valva substituta (prétese valvar). A pesquisa visa analisar a valva mitral doente que

foi retirada na cirurgia para estudar varios aspectos da inflamacéo da valva.

PROCEDIMENTO:
A sua participacdo neste estudo requer que vocé concorde que sua valva sera

analisada para fins de pesquisa, autorizando a utilizacdo de seus dados clinicos e de
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fragmentos de sua valva mitral no estudo. A pesquisa ndo determinard nenhuma

interferéncia na cirurgia ou no seu tratamento.

DESCONFORTO:

As cirurgias serdo realizadas no bloco cirargico do Hospital das Clinicas da
UFMG e as valvas serdo encaminhadas ao Setor de Biopsias do Departamento de
Anatomia Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFMG,
conforme rotina estabelecida pelo Servico de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular.

Vocé nao tera nenhum desconforto adicional pela pesquisa.

BENEFICIOS:

A sua participacdo podera contribuir para uma melhor compreensdo da sua
doenca e possivelmente para uma melhora no seu tratamento, podendo vocé
também beneficiar-se disto no futuro. Além disto, vale dizer que todos os

procedimentos seréo realizados por profissionais treinados e sem custo para voce.

CONFIDENCIALIDADE:

Os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo até onde é
permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, o orientador da pesquisa e, sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa UFMG, poderdo ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados
ndo o identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza a
pesquisadora a fornecer seus registros para o pesquisador e para o comité de Etica

em Pesquisa da UFMG.

DESLIGAMENTO:

A sua participacdo neste estudo € voluntaria e sua recusa em participar ou
seu desligamento do estudo nédo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos
quais vocé tem direito. Vocé podera cessar sua participagdo a qualquer momento,

sem prejuizo para a continuidade de seu tratamento.

CONTATO COM PESQUISADOR:
Pode ser feito pelo telefone 34099438 (Setor de cardiologia Hospital das

Clinicas da UFMG) com o pesquisador principal (Dra. Maria do Carmo Pereira
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Nunes). Também podera ser feito o contato com o Comité de Etica e Pesquisa
Humana, Av. Pres. Antdnio Carlos, 6627- Unidade Administrativa Il — 2° andar — Sala
2005, CEP: 31.270-901 — BH-MG, Telefax (31) 34094592-email: coep@prpg.ufmg.br

CONSENTIMENTO:

Li e entendi as informacdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formulario
esta sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para
que eu proéprio participe do estudo, até que eu decida o contrario. Confirmo que

recebi uma segunda via desse documento.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. do pesquisador:



mailto:coep@prpq.ufmg.br

8.2

IDENTIFICACAO

Anexo 2 — Protocolo Clinico
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Nome: Prontuario HC: N° do estudo: MV
Data de Nascimento: _ / / ‘ Idade: Sexo:1-M ; 2-F [ 1] Datadacirurgia: _/ /
Logradouro: 1- Fixo:
Endereco Bairro: Telefones 2 - Celular:
Cidade: 3 - Parente:
Escolaridade | 1. Analfabeto; 2. 12 grau; 3. 22 grau; 4. 32 grau L 1 | Profissdo:
Cor 1. Preta; 2. Parda; 3. Indigena; 4. Amarela; 5. Branca [ ] | Peso (kg): | Altura (cm): ‘ SC(m?):

HISTORIA CLINICA ATUAL

Indicagdo cirtrgica 1. DfVE | 2.Sintomas IC ‘ 3. ComplicagBes pés VMPB | 4. Complicagdo de El | 5.0utro | [ ]
Classe funcional 1. Classe | ‘ 2. Classe ll 3. Classe Il ‘ 4. Classe IV [ ]
Sintomas de IVD 1.Sim 2. Nio [ ]

Fibrilag&io / Flutter atrial 1.Sim 2. Ndo [ ]
1.Sim 2. Nio [ ]
1. Ndo 2. DAC 3.DM 4. HAS 5. DPOC 6. DRC [ ]
Inibidores da ECA 1. Sim 2. N3o [ ]
Antagonistas AT2 1. Sim 2. N3o [ ]
B-bloqueadores 1. Sim 2. Ndo [ ]
. Diuréticos de alga 1. Sim 2. Ndo [ ]
Medicamentos em uso
1. Sim 2. Ndo [ ]
1. Sim 2. Ndo [ ]
1.Sim 2 N%o [ ]
1. Sim 2. Nio [ ]
HISTORIA PREGRESSA
Internacdes por IC 1.Sim Ndo [ ]
Endocardite infecciosa 1. Sim N&o []
1.Sim
Febre reumatica Idade do 1° surto: 2. N&o []
Idade do dltimo surto:
1.Um 2. Dois ou mais [ 1
1. Nenhum ou um 2. Dois ou mais [ 1]
1.Sim 2. N3o []
1. Dispneia 2. Arritmias 3. Tromboembolias | 4. Njo [ 1]
1. Sim 2. N3o [ ]
1.Sim 2. Ndo [ ]
Tipo: 1. Percutéinea com bal3o []
Nintervecdes: | 1. Uma | 2. Duas | 3. Trés ou mais [ 1]
Data; 1 _/ /22 _ ) J 3/ J_
1. Sim 2. N3o [ 1
Tipo: 1. AIT 2. AVC 3.AlTe AVC [ ]
AVE prévio - — -
N° de eventos: | 1.Um 2. Dois 3. Trés ou mais []
Data W J o ] ] 3 ] ]
HF de febre reumatica 1.Sim 2. N3o [ 1
1. Sim 2. Ndo [ ]
N* membros: 1.Um 2. Dois 3. Trés ou mais []
HF cardiopatia reumatica — -
Sexo(s): 1. Feminino(s) 2. Masculino(s) 3. Ambos [ 1
Idade 1° surto:
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FC (bpm): Sat0; (%): | PAS (mmHg): | PAD (mmHg):
Amplitude do pulso arterial 1. Normal 2. Amplitude reduzida [1]
Ritmo do pulso arterial 1. Normal 2. Irregular [1]
Pulso venoso jugular 1. Normal | 2. Onda A proeminente ‘ 3. Distendido [1]
1. Ausente 2. Presente [ 1]
B1 L. Normal 2. Hiperfonética 3. Hipofonética [1]
B2 L. Normal 2. Hiperfongtica 3. Hipofonetica [1]
B3 1. Ausente 2. Presente [1
Sopro sistélico 1. Ausente | 2. Apice 3. BEE ‘ 4. Ambos [1]
Sopro diastélico 1. Ausente [1]




8.3 Anexo 3 - Protocolo Ecocardiografico

ECOCARDIOGRAMA

Data: Imagem 3D: | 1. Sim ‘ 2. Ndo []
Lesdo valvar Mitral 1. estenose | 2. insuficiéncia | 3. Dupla lesdo []
predominante Adrtica 1. estenose | 2. insuficiéncia | 3. dupla lesdo | 4. ausente []
Regurgitagdo mitral 1. Ausente 2. Leve 3. Moderada 4. Grave [ ]
Regurgitacdo tricispide 1. Ausente 2. Leve 3. Moderada 4. Grave []
Disfungdo do VD 1. Ausente 2. Leve 3. Moderada 4. Grave [1]
VEd (mm): VEs (mm): FE (%): AE (mm):

Area MV (cm?): Grad. Médximo (mmHg): Grad. Médio (mmHg): PSAP (mmHg):

Provavel mecanismo de regurgitagdo mitral (ECO):
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8.4 Anexo 4 - Protocolo Histologico
ESPESSURA (MM)
INFLAMACAO INTENSIDADE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
DISTRIBUICAO 0 (ausente) |1 (focal) 2 (difuso)
ENDOCARDIO TIPO CELULAR 0 (ausente) | 1 ({mononucleares) 2 (polimorfonucleares)
FIBROSE INTENSIDADE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
DISTRIBUICAO 0 (ausente) |1 (regular) 2 (irregular)
NEOANGIOGENESE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
FIBROSE INTENSIDADE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
DISTRIBUICAO 0 (ausente) |1 (regular) 2 (irregular)
CALCIFICACAO 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
INFLAMACAO INTENSIDADE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
INTERSTICIO DISTRIBUICAO 0 (ausente) |1 (focal) 2 (difuso)
TIPO CELULAR 0 (ausente) |1 {mononucleares) 2 (polimorfonucleares)
NEOANGIOGENESE 0 (ausente) |1 (leve) 2 (moderado) 3 (acentuado)
SANGRAMENTO 0 (ausente) | 1 (antigo) 2 (novo)
METAPLASIA ADIPOSA 0 (ausente) |1 (presente)




8.5 Anexo 5- Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 32715214.9.0000.5149

Interessado(a): Prof®. Maria do Carmo Pereira Nunes
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 de janeiro de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo
anatomopatolégico e imunolégico da valva mitral acometida pela
doenga reumatica” bem como o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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O projeto sera encaminhado, com o devido parecer, a CONEP,

para avaliagdo final. O pesquisador devera aguardar esta aprovagéo final

para iniciar a pesquisa.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

(éjﬂ?p ( orrypos ﬂqémos»@cwn/%-

Prof’. Dr". Telma Campos Medeiros Lorentz ——
Coordenadora do COEP-UFMG
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