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RESUMO

Introdugéo: A resposta inflamatdria anormal na cardiopatia reumatica pode levar a alteragdes
estruturais na valva mitral e consequentemente a estenose mitral (EM). A valvoplastia mitral
percutanea por balao (VMPB) ¢ o tratamento de escolha da EM grave e pode ter impacto na
liberacdo de citocinas. No entanto, os efeitos da intervengdo valvar na secre¢ao de citocinas
ndo sdo conhecidos. Objetivos: O objetivo do presente estudo ¢ determinar os efeitos da
VMPB na secrecao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em pacientes com EM
reumatica. Métodos: Foram recrutados 18 pacientes com EM grave que foram submetidos a
VMPB no Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG). Um grupo controle foi composto
com 12 voluntdrios saudaveis. A concentragdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento foi mensurada no grupo controle e nos pacientes com EM imediatamente antes e
de 4 a 11 dias apos a VMPB utilizando o kit de imunoensaio Luminex. Resultados:
Comparado ao grupo controle, os pacientes com EM pré procedimento apresentavam niveis
mais elevados do fator de crescimento PDGF, das quimiocinas IP-10, MCP-1, MIP-1 o, MIP-
1 B, eotaxina, RANTES e IL-8, das citocinas inflamatorias IL-1B, IL-17 e IFN-y e das
citocinas regulatorias IL-1RA e IL-4. Por outro lado, apresentavam niveis inferiores das
citocinas inflamatdrias IL-6 e IL-12 e da citocina Th2 IL-13. Apés a VMPB, em comparagao
ao pré procedimento, houve queda significativa nos niveis plasmaticos dos fatores de
crescimento PDGF, VEGF e FGF, dos fatores proliferativos IL-2, IL-7 e IL-15, da quimiocina
eotaxina, das citocinas inflamatoérias, IL-1B, IL-6 e IL-12 e das citocinas Th2 IL-4 e IL-5.
Interessantemente, os niveis das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-1RA ndo se alteraram.
E importante salientar que, apds o procedimento, nenhuma citocina apresentou elevagio no
nivel sérico. Conclusdo: Apos melhora da obstrugdo valvar com reducdo da pressdo atrial
esquerda pela VMPB, o nivel sérico de citocinas derivadas da imunidade inata reduziu
significativamente. Isso sugere que a normaliza¢do de parametros hemodinamicos leva a uma
reducdo de injuria e, portanto, da inflamacdo. Palavras chave: Cardiopatia reumadtica,

estenose mitral, valvoplastia mitral percutanea por baldo, citocinas.



ABSTRACT:

Introduction: Abnormal inflammatory response in rheumatic heart disease (RHD) can lead to
structural changes of mitral valve and ultimately to mitral stenosis (MS). Percutaneous mitral
commissurotomy (PMC) is the main treatment of severe MS, which might have an impact on
release of cytokines. However, the effects of valve intervention on cytokine secretion is
unknown. Objectives: This study aimed to determine the effects of PMC on the secretion of
cytokines, chemokines and growth factors in patients with rheumatic MS. Methods: We
enrolled 18 patients with severe MS who underwent PMC in the Hospital das Clinicas of the
Federal University of Minas Gerais (HC-UFMG). A control group was composed of 12
healthy volunteers. Concentrations of cytokines, chemokines and growth factors were
measured in control group and in patients with MS immediately before PMC and 4-11 days
after the procedure using a capture bead immunoassay. Results: Compared to control group,
patients with MS before PMC demonstrated higher levels of growth factor PDGF,
chemokines IP-10, MCP-1, MIP-1 a, MIP-1 B, eotaxin, RANTES and IL-8, inflammatory
cytokines IL-1, IL-17 and IFN-y and anti-inflammatory molecule IL-1RA and Th2 cytokine
IL-4. On the other hand, the levels of inflammatory cytokines IL-6 and IL-12 and Th2
cytokine IL-13 were lower in patients with MS prior to PMC compared to control group.
After PMC, there was a significant reduction of plasma levels of growth factors PDGF, VEGF
and FGF, proliferative factors IL-2, IL-7 and IL-15, chemokine eotaxin, inflammatory
cytokines IL-1pB, IL-6 and IL-12p70 and Th2 cytokines IL-4 and IL-5. Interestingly, there was
no significant change in the levels of down-regulatory cytokine IL-10 and IL-1RA.
Importantly, the levels of the measured cytokines did not increase after intervention.
Conclusion: After relief of valve obstruction with improvement in left atrial pressure, serum
levels of innate cell-derived inflammatory cytokines significantly decreased. This finding
suggests that the improvement of hemodynamic parameters leads to less injury and, thus, less
inflammation. Key Words: Rheumatic heart disease, mitral stenosis, percutaneous mitral

commissurotomy, cytokines.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A cardiopatia reumatica cronica ¢ a principal consequéncia da febre reumatica,
decorrente da faringoamigdalite causada pela bactéria Streptococcus pyogenes. E um
importante agravo de saiude, especialmente em paises em desenvolvimento, devido sua alta
taxa de morbidade e mortalidade, e por acometer individuos jovens e em idade produtiva. A
cardiopatia reumatica ¢ a principal causa de estenose mitral, embora a lesdo valvar mais
comum seja a dupla disfung¢ao mitral.

A patogénese da febre reumdtica e da cardiopatia reumatica ¢ explicada pelo
mimetismo antigénico entre proteinas do S. pyogenes e proteinas valvares em um hospedeiro
geneticamente susceptivel, levando a uma resposta autoimune exacerbada causando
espessamento, fibrose e calcificacdo valvar, com sua consequente disfun¢do. Esse processo
envolve a liberacdo de varias citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias que orquestram a
resposta imune, regulando a proliferacdo, ativacdo, inibi¢do e diferenciacdo de células
imunologicas.

A valvoplastia mitral percutanea por balao (VMPB) ¢ o tratamento de escolha da
estenose mitral grave, com uma taxa de sucesso de 80 a 90%. Sabe-se que a VMPB interfere
na ativacdo plaquetéria, fungdo endotelial e niveis séricos de TNF-a e receptores soluveis de
TNF. Ainda assim, seu efeito na liberag¢do de citocinas inflamatdrias € pouco conhecido.

O objetivo do presente estudo ¢ determinar o efeito da valvoplastia mitral percutanea
por balao no perfil inflamatorio de pacientes portadores de estenose mitral reumatica,

expresso pelo perfil de citocinas.



INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
Epidemiologia

A febre reumatica (FR) ¢ uma doenca decorrente da faringoamigdalite causada pela
bactéria Streptococcus pyogenes em criangas e adolescentes susceptiveis, em geral dos 3 aos
19 anos de idade (1). A cardiopatia reumatica cronica ¢ a consequéncia mais importante da
FR ¢ tem sido foco de décadas de estudos (2).

Em 2015, estimou-se uma incidéncia de 33.194.900 casos de cardiopatia reumadtica
nos paises endémicos, definidos como aqueles com uma mortalidade estimada superior a 0,15
mortes por 100.000 criangas de 5 a 9 anos. Para paises ndo endémicos, a incidéncia estimada
foi de 221.600 casos. A prevaléncia foi de 444 casos por 100.000 pessoas nos paises
endémicos e 3,4 casos por 100.000 pessoas nos paises ndo endémicos. Entre os anos de 1990
e 2015, houve uma queda significativa na prevaléncia em varias regides do mundo, sendo que
as regides que apresentam as maiores prevaléncias sdo Oceania, Africa subsaariana e sudeste
asiatico. Os paises com a estimativa de maior nimero de casos de cardiopatia reumatica em
2015 foram India (13,17 milhdes de casos), China (7,07 milhdes), Paquistdo (2,25 milhdes),
Indonésia (1,18 milhdo) e Republica Democratica do Congo (805.000 casos), respondendo
por 73% do total global. Foram estimados 663.000 casos de insuficiéncia cardiaca grave por
cardiopatia reumatica no ano de 2015 e 319.400 mortes, um total de 4,8 mortes por 100.000
pessoas (3).

Diferentemente de paises mais desenvolvidos, a FR ¢ a principal etiologia das
valvopatias no Brasil, responséavel por até¢ 70% dos casos (4). De acordo com o ultimo censo
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que ocorram anualmente
no Brasil cerca de 10 milhdes de casos de faringoamigdalite estreptococica, que geram
aproximadamente 30.000 novos casos de FR. Desses, 15.000 poderiam apresentar
envolvimento cardiaco (5). Estudos realizados na populagao de escolares em algumas capitais
brasileiras estimaram a prevaléncia de cardite reumatica entre 1 e 7 casos/1.000 pessoas (6).
As mulheres sdo mais acometidas que os homens na propor¢do de duas mulheres para cada
homem (7). No ano de 2016, ocorreram, no Brasil, 1951 mortes por cardiopatia reumatica
cronica, segundo dados do Ministério da Satde disponiveis na plataforma DATASUS (8).

Ainda de acordo com o DATASUS, em 2018, a cardiopatia reumatica cronica foi causa de



6920 internagdes pelo Sistema Unico de Saude (SUS), com gasto total de R$77.791.205,75
).

Quadro 1: Conceitos importantes (10)

Febre reumatica aguda: Doenca aguda causada por uma resposta autoimune a infec¢do pelo

estreptococo beta-hemolitico do grupo A, levando a uma série de sintomas e sinais
decorrentes do envolvimento do coragdo, articulagdes, cérebro, pele e tecidos subcutaneos. A
febre reumatica aguda ¢ diagnosticada de acordo com os Critérios Revisados de Jones e tem
tendéncia a se repetir com novo surto infeccioso.

Cardite reumatica: Inflamagao ativa dos tecidos cardiacos, principalmente das valvas mitral
e/ou adrtica, causadas pela febre reumatica aguda. A cardite reumatica pode levar lesdo valvar
cronica que permanece apds o episodio inflamatorio agudo ter se resolvido.

Cardiopatia reumatica cronica: Lesdo valvar persistente resultando em insuficiéncia das
valvas mitral e/ou adrtica, ou em estenose valvar em uma fase mais tardia, que permanece
como resultado de febre reumatica aguda com cardite reumatica. As complicacdes da
cardiopatia reumadtica incluem insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral isquémico,

endocardite infecciosa e fibrilagdo atrial.

Fonte: Sika-Paotonu D, Beaton A, Raghu A, Steer A, Carapetis J. Acute Rheumatic Fever and Rheumatic Heart
Disease. 2017.

Patogénese

A cardiopatia reumatica cronica ¢ uma complicacgdo tardia da FR aguda, levando no
minimo dois anos apds o primeiro episodio para o desenvolvimento de lesdo grave.
Usualmente, ha um longo intervalo, de 10 a 20 anos, entre um episodio de cardite reumatica e
o inicio de sintomas causados pelas lesdes valvares. A lesao valvar inicial da FR aguda
consiste em uma valvulite, que se manifesta com a formacdo de uma série de nodulos
translucentes ao longo da linha da comissura valvar. Com a cronificagdo da lesdo, a valva se
espessa, fibrosa e geralmente se calcifica, causando anormalidades no fluxo sanguineo

transvalvar, o que perpetua a lesdo sobre a valva (11) (Figura 1).




Figura 1: Valva mitral estenotica. A: Aspectos morfoldgicos macroscopicos da valva mitral reumatica com
estenose grave. A valva mitral apresenta intenso espessamento dos folhetos com pontos de calcificagdo e
importante redugdo do orificio valvar. B: Imagem de ecocardiografia transesofagica tridimensional de estenose
mitral reumatica, com a valva vista do atrio esquerdo. Observa-se reducdo da area valvar com espessamento
comissural simétrico

A patogénese da cardiopatia reumatica esta relacionada ao padrdo de resposta imune
apds exposicdo ao S. pyogenes. Apesar dos avangos nos estudos histoldgicos, a patogenia
precisa da cardiopatia reumadtica ndo estd totalmente esclarecida. O mecanismo atualmente
proposto para o desenvolvimento da FR envolve o mimetismo antigénico, definido como o
compartilhamento de epitopos entre antigenos do hospedeiro e do agente infeccioso,
associado a uma resposta imune anormal. A patogénese da doenga se baseia na seguinte
triade: presenca do S. pyogenes, um hospedeiro geneticamente susceptivel e uma reposta
imune exacerbada (12).

Fatores genéticos, principalmente relacionados a genes envolvidos na resposta imune,
tem papel importante tanto na suscetibilidade quanto na gravidade da cardiopatia reumatica
(13). Varios alelos HLA classe II foram associados a doenga, em especial o HLA-DR7 (14).

O S. pyogenes apresenta em sua parede celular carboidratos como a N-acetil f D-
glucosamina (G1cNAc) ligados a proteinas de membrana. Dentre elas, a mais importante do
ponto de vista antigénico € a proteina M, composta por duas cadeias de polipeptideos com
aproximadamente 450 aminoacidos em a-hélice formando uma super-hélice. Enquanto a
G1cNAc induz reagdo cruzada contra laminina, uma proteina presente na matriz extracelular

do tecido valvar, as proteinas de membrana apresentam estrutura homologa a proteinas



humanas como miosina cardiaca, tropomiosina, ceratina, vimentina e varias outras proteinas
valvares (15).

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa contra infec¢des. Varias proteinas
plasmaticas, incluindo a lectina ligadora de manose (MBL), receptores toll-like (TLR), em
especial TLR-2, ficolinas (FCN) e proteinas do sistema do complemento, se ligam a varias
estruturas bacterianas, incluindo a G1cNAc, e sdo reconhecidas por receptores celulares,
promovendo a producdo de citocinas, recrutamento de células para o local de infecgdo,
fagocitose da bactéria e ativagdo da resposta imune adaptativa através da apresentacdo de
antigenos (16).

Trés tipos de mimetismo mediado por anticorpos contra o S. pyogenes foram descritos:
1- sequéncias de aminodcidos idénticas, 2- sequéncias homologas, mas ndo idénticas, e 3-
epitopos de diferentes moléculas, como de carboidratos, DNA e gangliosideos (1).

Ja o mimetismo que induz resposta imunoldgica mediada por células T se inicia com o
reconhecimento de antigenos bacterianos ou do proprio hospedeiro via receptor de células T
(TCR), apresentados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), como macrofagos,
células dendriticas e linfocitos B, através do MHC de classe I ou II. Os linfocitos T CD4+ sdo
os principais efetores da reagdo autoimune na cardiopatia reumatica. Sao ativados a partir da
apresentacdo de antigenos estreptocdcicos via MCH classe II. Epitopos patogénicos que
apresentam similaridade estrutural ou sequencial com autoepitopos podem ativar linfocitos T
autorreativos (1, 11). S@o descritos linfocitos T capazes de reconhecer epitopos
estreptococicos derivados da proteina bacteriana M5 e os autoepitopos miosina, laminina e
tropomiosina. Linfocitos T que reconhecem epitopos M5 sdo encontrados mais
frequentemente em pacientes com cardiopatia reumatica do que em individuos normais. Além
disso, uma alta proporcao de clones de células T presentes no tecido valvar sdo reativos contra
miosina. Esses dados suportam a ideia de que células T periféricas migram para o tecido
cardiaco, se expandem localmente e se tornam capazes de reconhecer autoantigenos distintos
do epitopo patogénico, mecanismo conhecido por espalhamento de epitopos (1, 11, 16).

Células T CD4+ ativadas polarizam para subpopulacdes funcionalmente distintas,
dentre elas as denominadas Th1, Th2 ou Th17, de acordo com as citocinas secretadas. Células
Thl estdo envolvidas com a imunidade celular e produzem IL-2, IFNy e TNFa. Células Th2
desenvolvem imunidade humoral e produzem IL-4, IL-5 e IL-13. Células Th17 desempenham

uma resposta proinflamatoria mediada pela IL-17 (17).



A faringoamigdalite por S pyogenes desencadeia uma resposta inflamatoria que
envolve vérias citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6 ¢ TNFa. Apos estimulo, células
mononucleares periféricas (PBMC) de pacientes com febre reumdtica aguda produzem
maiores quantidades de IL-1 e IL-2 e apresentam maior expressdo de receptores de I1L-2
quando comparadas com PBMC de individuos normais, individuos com faringoamigdalite
estreptococica sem FR e individuos com cardiopatia reumatica cronica. A producdo
aumentada de IL-2 se mantém por 48 semanas apds o episddio de febre reumatica aguda (16).

Na cardiopatia reumadtica, as imunidades humoral e celular se interagem, de forma que
anticorpos que reagem de forma cruzada contra proteinas estreptococicas € humanas se ligam
a superficie endotelial valvar, levando ao aumento da produgdo da molécula de adesdo
VCAM-1, que, por sua vez, promove inflamacao, infiltracdo celular e lesdo valvar. Acredita-
se que a FR aguda resulte de um dano inicial mediado por anticorpos, que mais tarde ¢
perpetuado pela imunidade celular (1, 18).

Um a dois tercos dos pacientes com FR irdo desenvolver cardite reumatica, e apenas
uma porcdo desses irdo desenvolver cardiopatia grave e persistente. Os fatores que
determinam a evolugdo da cardiopatia nao sao completamente conhecidos, mas ¢ possivel que
alguns pacientes com FR irdo desenvolver uma resposta imune celular intensa e duradoura
pelo fendmeno de espalhamento de epitopo, enquanto outros irdo desenvolver
preferencialmente uma resposta humoral. Dessa forma, acredita-se que a cardite leve, a coréia
de Sydenham e a artrite s3o mediadas pela resposta humoral (resposta tipo Th2), enquanto a
cardite grave seja mediada pela resposta celular (tipo Thl) (16).

A resposta inflamatdria iniciada pela autoimunidade leva a liberacdo de varias
citocinas inflamatorias, e essas citocinas modulam a resposta imune, regulando a proliferacao,
ativacdo, inibi¢ao e diferenciacao de células imunoldgicas (19). Essa resposta apresenta ainda
variacoes em diferentes estagios da doenca. Toor et al demonstrou que, durante a fase de FR
aguda, tanto as células T CD4+ quanto as T CD8+ produzem predominante IL-2 e IFN-y,
sugerindo que esta resposta deve ser responsavel pela cronificagdo com lesdes valvares
permanentes. Nessa fase, hd um predominio de células CD4+, com uma relacio CD4+/CD8+
de 1,84. Esse perfil se altera na fase inicial da cardiopatia reumatica cronica, quando ha um
aumento na concentragdo de TNF-a e uma queda na concentragdo de IL-6 e na relacdo

CD4+/CD8+ para 1,06. Ja na fase cronica quiescente, sdo detectados niveis baixos de IL-6 e



TNF-a, com uma relagdo CD4+/CD8+ de 0,96. No entanto, mesmo em niveis mais baixos,
essas citocinas ainda contribuem na manuten¢ao do processo inflamatorio (20).

A citocina imunorreguladora IL-10 tem papel importante nessa mudanca de resposta
inflamatodria. Diversos estudos encontraram niveis séricos elevados de IL-10 em relagao a
controles saudaveis (21, 22), mas seus niveis sdo ainda mais elevados na fase cronica em
relagdo a fase de FR aguda, 1287 e 126.2 pg/ml, respectivamente. Sabe-se que a IL-10 inibe a
produgdo de citocinas Thl, inibindo a ativacao de linfocitos e a apresentagdo de antigenos, ao
mesmo tempo em que induz a produgdo de autoanticorpos (22) e promove a diferenciacao e
proliferagdo de linfocitos T CDS8+. Células CD8+ infiltradas no tecido valvar podem
contribuir com o aumento da citotoxicidade, causando lesdo valvar (19).

Acredita-se que a relagdo entre TNF-a e IL-10 possa ser determinante na forma como
a doenca evolui em diferentes pacientes, ja que alguns evoluem com cardiopatia grave
sintomatica com necessidade de abordagem cirurgica e outros permanecem com doenca
estavel assintomadtica (19, 21, 22).

A resposta Th17 também apresenta importante papel na patogénese da cardiopatia
reumatica. Bas et al demonstrou que a porcentagem de linfécitos Thl7 e a relagdo
Th17/linfécitos T reguladores estao significativamente elevadas em pacientes com cardiopatia
reumdtica cronica (23). Bilik et al identificou niveis séricos de IL-17 e IL-23
significativamente maiores nesses pacientes em relagio aos controles saudéaveis. E sabido que
essas citocinas sdo potentes moléculas proinflamatorias que desempenham importante papel
na mediacdo da inflamacdo cronica e no desenvolvimento de doengas autoimunes, como
esclerose multipla, artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémico, asma e psoriase (24).

No tecido cardiaco de individuos com cardite aguda e com cardiopatia reumatica
cronica se encontra um grande numero de células mononucleares capazes de secretar as
citocinas inflamatorias TNF-a e IFN-y e a citocina reguladora IL-10. Sao encontradas poucas
células produtoras da citocina reguladora IL-4, e a falta dessa citocina provavelmente
contribui para a progressdo da doenga levando a dano valvar permanente (16, 25). Davutoglu
et al demonstrou também que esses individuos apresentam niveis elevados de IL-6, IL-8, IL-
2, TNF-a e proteina C reativa (PCR), e que os niveis de fibrinogénio, PCR, IL-6, TNFa e IL-2
se correlacionam com a gravidade da classe funcional de NYHA, enquanto os niveis de IL-6 e

TNF-a também apresentam correlagdo forte com a calcificagdo valvar (26).



Estenose mitral reumatica

A principal causa de estenose mitral (EM) ¢ a cardiopatia reumadtica (4), sendo que o
acometimento mais comum ¢ a dupla disfungcdo mitral ndo balanceada (insuficiéncia no
estagio inicial e estenose na fase mais tardia).

O diagnostico da EM ¢ feito ao exame clinico e o ecocardiograma confirma o
diagnostico, avalia a anatomia valvar, define gravidade e repercussao da estenose. Segundo as
defini¢des do 2014 AHA/ACC Valvular Heart Disease Guideline, a gravidade da EM ¢
melhor caracterizada pela 4rea valvar medida por meio da planimetria ou pelo célculo do
diastolic pressure half-time (PHT). A defini¢do de gravidade ¢ baseada na intensidade dos
sintomas e na perspectiva de que uma intervengao ird melhorar os sintomas. Dessa forma, a
EM grave ¢ definida pela presenga de uma area valvar mitral menor ou igual a 1,5cm? (ou um
PHT maior ou igual a 150ms), geralmente correspondendo a um gradiente transmitral médio
maior que 5 a 10 mmHg em uma frequéncia cardiaca normal (27).

Os pacientes com EM leve, na maioria das vezes, estdo assintomaticos em repouso.
Contudo, diante de um aumento no fluxo transmitral ou uma diminuicdo no periodo de
enchimento diastolico, pode ocorrer um aumento da pressdo atrial esquerda com
desenvolvimento de sintomas. Consequentemente, os primeiros sintomas de dispneia em
pacientes com EM leve serdo desencadeados pelo esforco, estresse emocional, gravidez ou
fibrilagdo atrial (FA) com resposta ventricular elevada. A medida que a obstrugdo ao fluxo da
valva mitral aumenta, a tolerancia ao esfor¢o vai reduzindo (7). Ainda assim, muitos pacientes
com EM permanecem assintomaticos mesmo apos exercicios extenuantes. Em pacientes com
EM grave pode ocorrer um aumento subito na pressdo venosa pulmonar pelo aumento da

frequéncia cardiaca e do débito cardiaco, levando ao edema pulmonar.
Valvoplastia mitral percutanea por baldo

Em 1984, Inoue at al descreveu uma técnica de comissurotomia transmitral percutanea
como uma alternativa a valvoplastia mitral cirargica (28). Nesse procedimento, ¢ realizada
pungao da veia femoral e introducao de um fio guia até a veia cava inferior. Sob fluoroscopia,
¢ introduzida até o atrio direto a bainha de puncdo transeptal, pela qual ¢ passada a agulha de
Brockenbrough que ¢ utilizada para realizar a puncdo do septo atrial pela fossa ovalis,

atingindo o atrio esquerdo. E entdo introduzido um fio guia pela bainha até o atrio esquerdo,



sob o qual ¢ inserido o cateter balao de Inoue. Em seguida, ¢ introduzido outro fio guia que ira
auxiliar o avango do cateter baldo até o ventriculo esquerdo através da valva mitral. A por¢ao
distal do baldo ¢ inflada e ele ¢ puxado para tras até se estabilizar no nivel do anel mitral.
Infla-se a por¢ao proximal do baldo e, finalmente, a por¢do central, causando descolamento da
comissura valvar fundida e consequente aumento do orificio valvar. Neste momento ¢
realizado um ecocardiograma transtoracico para avaliacdo da area valvar mitral e da presenga
(ou aumento) de regurgitagdo mitral (RM). Caso ndo haja piora da RM e a éarea valvar ainda
esteja menor que 1,5 cm?, € realizada nova insuflagdo do cateter baldao com o incremento de 1
ml no volume do balao.

De acordo com o 2014 AHA/ACC Valvular Heart Disease Guideline e o The Joint
Task Force on the Management of Valvular Heart Disease of the European Society of
Cardiology (ESC) and the European Association for Cardio-Thoracic Surgery (EACTS), a
valvoplastia mitral percutanea com baldao (VMPB) ¢ a forma de tratamento preferencial nas
seguintes situagdes: (1) pacientes sintomaticos com darea valvar mitral (AVM) <I,5cm? e
morfologia favoravel, (2) pacientes assintomaticos com AVM <1,0cm? e morfologia
favoravel, (3) pacientes assintomaticos com AVM < 1,5¢cm? com morfologia favoravel e FA
de inicio recente ou pressdo sistdlica na artéria pulmonar > 50mmHg, (4) pacientes
sintomaticos com AVM >1,5cm? com evidéncia de estenose hemodinamicamente
significativa durante exercicio, (5) pacientes muito sintomdaticos com AVM <I,5cm?,
anatomia desfavoravel mas que nao sao candidatos ou apresentem alto risco para intervengao
cirargica (27, 29).

Os principais preditores ecocardiograficos de sucesso sdo area valvar, espessamento
subvalvar e calcificagdo valvar, embora as caracteristicas dos pacientes, as estratégias de
intervengdo e a experiéncia da equipe envolvida no procedimento também interfiram nos
resultados (30). A taxa de sucesso do procedimento, definida como a obtencdo de uma area
valvar maior ou igual a I,5cm? sem a presenca de RM igual ou superior a 2+ a
ventriculografia, ¢ em torno de 80%. Possiveis complica¢des incluem: morte (0,5 a 4%),
forma¢do de hemopericardio (0,5 a 10%), fendmenos embolicos (0,5 a 5%) e
desenvolvimento de RM grave (2 a 10%) (31). A taxa de pacientes livres de eventos (morte,
nova VMPB, troca valvar mitral, CF III ou IV de NYHA) ¢é diretamente relacionada aos
resultados imediatos pds procedimento, girando em torno de 80% em 10 anos e 30% em 20

anos (32, 33).
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Segundo dados do DATASUS, em 2018 foram realizados 200 procedimentos de
VMPB no Brasil pelo SUS, sendo gastos R$ 1.461.666,40 (34).

O desenvolvimento de reestenose ¢ a principal causa de deterioragdo funcional apos
uma valvoplastia bem sucedida (35). Seu desenvolvimento ¢ tempo dependente, mas pode
ocorrer em intervalos curtos como um ano, com uma taxa de incidéncia na literatura que varia
de 4 a 39%, de acordo com o tempo de seguimento dos estudos (36). Bouleti ef al, em um
seguimento de 912 pacientes submetidos a VMPB, mostrou uma incidéncia de reestenose
mitral com indicacdo de reabordagem de 38,4% em 20 anos, dos quais 24% foram submetidos
a nova VMPB e 76% submetidos a cirurgia (37). O principal preditor de reestenose apos

VMPB com sucesso ¢ a AVM pos procedimento menor que 1,8cm? (36).
Impacto da valvoplastia mitral percutanea por baldo na resposta inflamatoria

A inflamagdo cronica tem papel no desenvolvimento e progressdo da reestenose, como
demonstrado por Rifaie et al. Foi observado que individuos que apresentaram reestenose apds
VMPB apresentavam niveis séricos de IL-6 significativamente maiores quando comparados
com individuos sem reestenose (35).

Yetkin et al demonstrou que individuos com cardiopatia reumadtica cronica apresentam
niveis séricos de moléculas de adesdao soluveis (E-selectina, ICAM-1 ¢ VCAM-1) mais
elevados que individuos controle. Demonstrou também que a VMPB altera os niveis séricos
de moléculas de adesdo dosadas 24 horas apds o procedimento. Foi observada elevagdo nos
niveis de VCAM-1, reducao dos niveis de E-selectina e manuten¢do dos niveis de ICAM-1.
Niveis elevados de moléculas de adesdo sugerem que o processo inflamatério nos pacientes
com EM reumatica seja continuo, o que explica a fibrose progressiva da valva (11).

Cagli et al demonstrou que, apdés a VMPB, hé reducdo nos niveis de TNF-a e de
receptor soltivel de TNF (sTNF-R). A concentragdo de TNF-a reduziu de 29,61 + 12,22 para
22,42 + 8,81 pg/ml (P <0.0001) 24 horas apos o procedimento e de 22,42 + 8,81 para 18,92 +
7,37 pg/ml (P < 0.0001) na quarta semana apos a VMPB. Uma reducao similar também foi
observada nos niveis de sTNF-R, de 3,88 + 0,97 para 3,26 + 1,09 ng/ml (P <0.0001), e de
3,26 £ 1.09 para 2,96 £+ 1.05 ng/ml (P < 0.0001), respectivamente. Na quarta semana apds o
procedimento, os niveis de TNF-a e sTNF-R ainda eram maiores nos individuos com
cardiopatia reumatica cronica em relagdo aos controles saudaveis (18,92 + 7,37 vs 11,62 +

4,64 pg/ml, P <0.0001).
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Esses achados demonstram a presenca de um processo inflamatério continuo nos
pacientes com EM reumatica. Também ¢ sabido que os niveis de TNF-a e de outras citocinas
inflamatorias estdo aumentados tanto no miocardio quanto no plasma de individuos com
significativa sobrecarga pressorica e/ou volémica devida a disfuncao valvar ou insuficiéncia
cardiaca. Cagli et al mostrou que niveis elevados de TNF-a ¢ sSTNF-R apresentam redugdo
significativa ap6s VMPB, provavelmente por melhora nos pardmetros hemodindmicos ap6s o
procedimento. Ainda assim, ndo atingem o nivel de controles saudaveis, demonstrando a
persisténcia de um processo inflamatério (38).

Outros estudos também demonstraram o efeito da VMPB reduzindo a ativagado
plaquetaria e a disfun¢@o endotelial. Yetkin et a/ demonstrou reducdo significativa nos niveis
plasmaticos de beta-tromboglobulina, (66+£26 ng/ml vs 48+20 ng/ml, P=0,001), fator de Von
Willebrand (17767 ui/dl vs 134+60 ui/dl, P 0,0010) e P-selectina (22674 ng/ml vs 173
ng/ml, P=0,008), 24 horas apds o procedimento (39). Chen ef al também demonstrou uma
redu¢@o nos niveis plasmaticos de CD40L soluvel, uma glicoproteina de membrana secretada
por plaquetas, relacionada a ativacdo plaquetdria e a disfun¢do endotelial. Os niveis séricos
reduziram de 437,6+370,2 pg/ml para 215,4+113,9 pg/ml 10 minutos apds o procedimento e
para 217,4+111,9 pg/ml 4 semanas apos o procedimento (p = 0,02) (40).

Entretanto, os efeitos da VMPB na liberacdo de citocinas ainda € pouco conhecido. O
presente estudo, portanto, foi desenhado com o objetivo de se avaliar o efeito da VMPB na
secrecdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento desencadeadas tanto pela lesao do
endotélio valvar, com exposi¢dao de antigenos valvares subendoteliais, quanto pela mudanca
hemodindmica decorrente da reducdo do grau de estenose valvar. Nossa hipdtese de trabalho
foi que a intervengdo leva a uma reducdo da expressdo de fatores soliveis associados a

resposta imunologica, estando associada a melhora clinica.

OBJETIVOS

Determinar as alteragdes no nivel sérico de citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento apos VMPB em pacientes com EM.
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MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo e populagdo estudada

Esse estudo representa um sub-projeto de uma linha de pesquisa em EM, previamente
aprovado pelo COEP com o parecer de nimero ETIC 528/08.

Entre 17 e 27 de outubro de 2016, foram selecionados 18 pacientes consecutivos (16
mulheres, idade média 49,3 + 2,5 anos) com diagnostico de EM reumatica submetidos a
VMPB no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). Um
grupo controle foi composto de 12 voluntérios assintomaticos (4 mulheres, idade média 17,3
+ 0,1 anos). Todos os pacientes concordaram de forma voluntéria e por escrito em participar
do estudo. Pacientes foram seguidos ambulatorialmente apés VMPB para avaliagdo de
desfechos adversos até janeiro de 2019. Os eventos clinicos pré definidos foram morte
cardiovascular, nova VMPB, cirurgia para troca valvar mitral, desenvolvimento de fibrilagao
atrial (FA), acidente vascular encefalico (AVE) ou piora da classe funcional da New York

Heart Association (NYHA).

Procedimentos médicos

Todos os procedimentos médicos foram realizados no HC-UFMG. Pacientes com FA
recebendo anticoagulantes foram internados entre 5 ¢ 7 dias antes do procedimento para
realiza¢do de ponte com enoxaparina (1 miligrama por quilograma de peso de 12 em 12 horas
via subcutanea). Os demais foram internados no dia do procedimento. Foi realizado anamnese
e exame fisico detalhado de todos os pacientes. Todos realizaram ecocardiograma
transtoracico (ETT) e ecocardiograma transesofagico (ETE) antes do procedimento, e ETT no
periodo de até cinco dias apds o procedimento.

A VMPB foi realizada de acordo com a técnica anterograda trans-septal com cateter
baldo de Inoue (Toray Medical Corporation; Tokyo, Japao). O procedimento foi considerado
de sucesso no caso de obtengao de uma area valvar maior ou igual a 1,5cm? sem aumento no

grau de regurgitagao mitral avaliado no ETT apos o procedimento.
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Coleta e estudo de amostras

Foram coletadas amostras de 5 a 10ml de sangue periférico de todos os pacientes em
dois momentos: o primeiro no dia da VMPB, logo antes do procedimento, e o segundo entre 4
e 11 dias ap0s a intervengdo valvar. As amostras de sangue foram processadas para obtencao
de plasma, que foi usado para mensuragao das citocinas. Foi realizada a dosagem de citocinas,
quimiocinas ¢ fatores de crescimento utilizando o kit de imunoensaio Luminex (Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad, Hercules — CA, EUA). A leitura das
amostras foi realizada no equipamento Bio-Plex 200 e as andlises no software Manager
(Instituto René Rachou - Fiocruz Minas). Os resultados obtidos foram analisados em termos

da média das intensidades de fluorescéncia (MIF).

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se os softwares SPSS versdo 25 para Windows
(SPSS, Chicago, IL, EUA) e GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows (GraphPad
Software, La Jolla — CA, EUA). Variaveis continuas foram apresentadas como média +
desvio padrao ou mediana e intervalo interquartilico, quando apropriado. Variaveis
categéricas foram apresentadas como frequéncia e porcentagem. Foi utilizado o teste de
Mann-Whitney para avaliar diferengas entre pacientes e controles. O teste de Wilcoxon foi
utilizado para avaliar diferencas dentro do grupo com EM antes e depois da VMPB. Para
avaliar o impacto do perfil hemodindmico no nivel de citocinas, foi realizada a analise de
correlagdo de Spearman entre o nivel sérico das citocinas que apresentaram variagdo
significativa apés VMPB e a area valvar mitral (AVM). Foram feitas andlises univariadas
utilizando o modelo de regressao de Cox para determinar a associacdo entre o nivel de
citocinas antes ¢ apés a VMPB e o desfecho combinado de morte cardiovascular, nova
VMPB, cirurgia valvar mitral, AVE e desenvolvimento de FA. Valores de p < 0,05 foram

considerados estaticamente significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

HEMODYNAMIC IMPROVEMENT IN PATIENTS WITH RHEUMATIC MITRAL
STENOSIS FOLLOWING PERCUTANEOUS MITRAL COMMISSUROTOMY IS
ASSOCIATED WITH DECREASED LEVELS OF CIRCULATING INNATE-CELL
DERIVED CYTOKINES
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ABSTRACT:

Introduction: Abnormal inflammatory response in rheumatic heart disease (RHD) can
lead to structural changes of mitral valve and ultimately to mitral stenosis (MS).
Percutaneous mitral commissurotomy (PMC) is the main treatment of severe MS, which
might have an impact on release of cytokines. However, the effects of valve
intervention on cytokine secretion is unknown. Objectives: This study aimed to
determine the effects of PMC on the secretion of cytokines, chemokines and growth
factors in patients with rheumatic MS. Methods: We enrolled 18 patients with severe
MS who underwent PMC in the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Minas Gerais (HC-UFMG). A control group was composed of 12 healthy volunteers.
Concentrations of cytokines, chemokines and growth factors were measured in control
group and in patients with MS immediately before PMC and 4-11 days after the
procedure using a capture bead immunoassay. Results: Compared to control group,
patients with MS before PMC demonstrated higher levels of growth factor PDGEF,
chemokines IP-10, MCP-1, MIP-1 a, MIP-1 fB, eotaxin, RANTES and IL-8,
inflammatory cytokines IL-1B, IL-17 and IFN-y and anti-inflammatory molecule IL-
IRA and Th2 cytokine IL-4. On the other hand, the levels of inflammatory cytokines
IL-6 and IL-12 and Th2 cytokine IL-13 were lower in patients with MS prior to PMC
compared to control group. After PMC, there was a significant reduction of plasma
levels of growth factors PDGF, VEGF and FGF, proliferative factors IL-2, IL-7 and IL-
15, chemokine eotaxin, inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and IL-12p70 and Th2
cytokines IL-4 and IL-5. Interestingly, there was no significant change in the levels of
down-regulatory cytokine IL-10 and IL-1RA. Importantly, the levels of the measured
cytokines did not increase after intervention. Conclusion: After relief of valve
obstruction with improvement in left atrial pressure, serum levels of innate cell-derived
inflammatory cytokines significantly decreased. This finding suggests that the
improvement of hemodynamic parameters leads to less injury and, thus, less
inflammation. Key Words: Rheumatic heart disease, mitral stenosis, percutaneous

mitral commissurotomy, cytokines.
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INTRODUCTION:

Rheumatic heart disease (RHD) is the most important sequel of acute rheumatic
fever (ARF), an autoimmune disease that follows throat infection by Streptococcus
pyogenes in susceptible individuals (1, 2). It continues to be a major health problem
worldwide, especially in developing countries, where it is an important cause of
morbidity and mortality in young patients (3). There are an estimated 33 million
individuals currently living with RHD, accounting for over a million premature deaths
annually (4).

The pathogenesis of ARF/RHD results from the molecular mimicry between
streptococcal M protein and several cardiac proteins (cardiac myosin, tropomyosin,
keratin, laminin and vimentin) in genetically susceptible individuals (3, 5). Exacerbated
immune response leads to the release of various inflammatory cytokines that modulate
humoral and cellular immune response by either up-regulating or down-regulating
proliferation, activation, inhibition and differentiation of immune cells (6). Antibodies
that cross-react with streptococcal and human proteins bind to the endothelial surface
and up-regulate the adhesion molecule VCAM-1, leading to infiltration of cells that will
perpetuate and expand inflammation (2).

During ARF phase, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) produce larger
amounts of IL-1 and IL-2 compared to healthy controls, and both CD4+ and CD8+ T
cells produce IL-2 and IFN-y. Moreover, IL-6 is in greater concentration as compared to
TNF-a. IL-6 is responsible for hyper activation of B cell response and antibody
production in this stage of the disease. In contrast, in early RHD, TNF-a concentration
is much higher than IL-6. TNF-a stimulates T cell infiltration into the valve, and, along
with IFN-y, mediate chronicity of RHD. On the other hand, in the quiescent chronic
phase, low levels of IL-6 and TNF-a are detected. This switch is regulated by cytokines,
especially IL-10 (7, 8). Several studies demonstrated that patients with RHD have
higher serum levels of inflammatory mediators than healthy controls, which is accepted
as evidence of ongoing inflammation. It is also known that expression of TNF-a and
other cytokines increases both in the myocardium and plasma of patients with
significant pressure or volume overload due to valvular heart disease or chronic heart

failure (9-13).
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RHD is the major cause of mitral stenosis (MS) (14). Percutaneous mitral
commissurotomy (PMC) is indicated for the treatment of clinically significant MS (15-
18)

It has been demonstrated that PMC decreases platelet activation, endothelial
dysfunction and the plasma levels of TNF-a and soluble TNF receptor (sSTNF-R) (19,
20), but also increases the levels of VCAM-1 (21), important mediators of
inflammation, cellular infiltration, and valve scarring (22). These data suggest that PMC
could reduce inflammation by improving hemodynamic status or, alternatively, increase
inflammation due to valve injury caused by the procedure. Thus, evaluating the effects
of PMC on cytokine secretion will provide valuable information on the immediate
inflammatory response to PMC.

The objective of the present study is to determine the changes in cytokine levels

after PMC.

METHODS:

Study Population

Between October 17th 2016 and October 27th 2016, we included 18 consecutive
patients (16 females, mean age 49.28 + 2.45 years) with severe rheumatic MS who
underwent PMC in the Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais
(HC-UFMG). A control group was composed of 12 healthy volunteers (4 females, mean
age 17.25 £ 0.13 years). Patients were followed up on an outpatient basis after PBMYV to
assess adverse outcome until January 2019. Predefined clinical events consisted of
cardiovascular death, repeat PBMV, mitral valve surgery, development of AF, stroke
and New York Heart Association (NYHA) functional class. Informed consent was

obtained from all participants and the ethical review board approved the protocol.
Medical procedures

All medical procedures were conducted in the HC-UFMG. Patients with atrial
fibrillation (AF) under anticoagulation with warfarin were admitted between five and
seven days before PMC to receive bridging anticoagulation therapy with enoxaparin (1

milligram per kilogram of body weight administered subcutaneously twice daily). All
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other patients were admitted in the day of the procedure. All patients had a detailed
history and clinical examination. Transthoracic and transesophageal echocardiographic
examinations were performed in all patients.

PMC was performed according to the antegrade, trans-septal technique with
Inoue balloon catheter (Toray Medical Corporation; Tokyo, Japan). The procedure was
considered successful if the mitral valve area was higher than 1.5 cm? without the

development of mitral regurgitation (MR) > 2+.
Blood sampling and assay procedures

We collected five to ten milliliters of peripheral blood samples right before PMC
and between four to eleven days after the procedure. Blood was processed for obtaining
plasma, which was used for cytokine measurement. Concentrations of cytokines,
chemokines and growth factors were measured using Luminex immunoassay kit (Bio-
Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad, Hercules — CA, USA). Results

were presented as mean fluorescence intensity (MFI).

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using SPSS™ software version 25 for
Windows (SPSS Inc., Chicago — IL, USA) and GraphPad Prism™ version 7.00 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla — CA, USA). Continuous variables were
expressed as mean =+ standard deviation (SD) or as median and interquartile range when
appropriate. Categorical variables were expressed as frequency and percentage. We
used the Mann-Whitney test to access differences between study group and control
group. Wilcoxon signed-rank test was used do evaluate differences within de study
group before and after PMC. To access the impact of the hemodynamics profile in the
level of cytokines, we performed the Spearman correlation analysis to examine the
relation between the levels of the cytokines that presented significant variation after
PMC with the mitral valve area (MVA). Univariate analyses were performed with the
Cox’s proportional hazard regression model to determine associations between serum
cytokines before and after PMC and the combined endpoint of cardiovascular death,
repeated PMC, mitral valve surgery and development of AF. A two-tailed P value of

less than 0.05 was considered to be statistically significant.
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RESULTS:

Baseline characteristics of patients are presented in Table 1. There were
statistically significant differences between patient and control subjects regarding age
and gender.

One of the 18 patients developed severe MR requiring emergent mitral valve
replacement and did not undergo blood collection. Another patient did not have the
second blood sample obtained. Fourteen patients (77.8%) obtained success, defined as
valve area > 1.5 cm2 without increasing in MR degree. Complications occurred in
seven patients (38.9%), including three cases of puncture site hematoma (16.7%), one
case of acute AF (5.6%) and three cases of severe MR (16.7%). Echocardiographic data
before and after PMC are presented in Table 2.

Cytokine profiles pre and post valve intervention

Plasma levels of cytokines in control group and in MS group pre and post-PMC
are presented in Table 3.

As demonstrated in Figure 1, there was no significant difference in the levels of
growth factors and proliferative factors among MS pre-PMC group and the control
group, except for PDGF, that was significantly higher in MS pre-PMC group.

Comparisons in plasma levels of growth factors PDGF, VEGF and FGF basic,
and in plasma levels of proliferative factors IL-15, IL-7 and IL-2 showed a reduction of
these molecules post-PMC, as compared to pre-PMC.

Levels of all chemokines were higher in MS pre-PMC group, as compared to
control group (Figure 2). However, post-PMC, there was a statistically significant
reduction only in the level of eotaxin.

The inflammatory cytokines IL-1B, IFN-y and IL-17 were higher in MS pre-
PMC group compared to the control group, as presented in Figure 3. However, the
levels of IL-12p70 and IL-6 were lower in MS pre-PMC. Post-PMC, the levels of IL-1J3,
IL-12p70 and IL-6 had a statistically significant decrease.

The levels of down-regulatory cytokines and Th2 cytokines are presented in
Figure 4. The levels of IL-1RA and IL-4 were higher in MS pre-PMC group compared
to the control group, whereas the levels of IL-13 were lower in MS pre-PMC. The levels

of IL-10 and IL-5 did not show statistically significant difference between MS pre-PMC



20

group and control group. Post-PMC, there was a statistically significant decrease in the
levels of IL-4 and IL-5.

Finally, IL-9 showed no difference between pre-PMC group and control group
and did not change after PMC.

Levels of cytokines according to mitral valve area changing

We also correlated the levels of cytokines that presented a significant decrease
after PMC (i.e., PDGF, VEGF, FGF basic, IL-15, IL-7, IL-2, eotaxin, IL-1p, IL-12p70,
IL-6, IL-4 and IL-5) with MVA. Interestingly, while no correlation was found amongst
most molecules and MVA, we found statistically significant negative correlation

between VEGF with MV A, as demonstrated in Figure 5.
Long-term outcome

During a median follow-up period of 515 days (interquartile range 116-612),
none of the patients died, and none had to repeat PMC. Three patients developed MR
and underwent mitral valve replacement, one immediately after intervention, one 10
days after the procedure and one 107 days after. One patient who had successful PMC
developed restenosis of mitral valve combined with severe MR and underwent mitral
valve surgery 811 days after PMC. One patient had a stroke 131 days after the
procedure. At the end of follow up, the majority of the patients (88.9%) were in NYHA
class I. There was no association between cytokine levels and the composite endpoint of
cardiovascular death, repeated PMC, mitral valve surgery, stroke and development of

AF, as presented in Table 4.

DISCUSSION:

To our knowledge, this is the first study to evaluate the impact of PMC in
plasma levels of a wide range of cytokines, chemokines and growth factors. Our data
demonstrates that levels of innate cell-derived inflammatory cytokines significantly
decreased after PMC, while IL-10 and IL-1RA levels did not change. This suggests that
the normalization of hemodynamic parameters leads to less inflammation, pointing to

the usefulness of innate-derived cytokines as markers of clinical improvement.
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Rajamannan et al (23) hypothesized that the mechanism of valvular calcification
included the neoangiogenesis in the valve tissue and demonstrated the presence of
VEGF in rheumatic valves. In our study, however, while there was a tendency to a
slight increase in the growth factors in MS group, there was no significant difference in
the levels of growth factors and proliferative factors among patients and controls. It
likely is due to the chronic stage of the disease. Nevertheless, we demonstrated a
decrease in plasma levels of PDGF, VEGF, FGF basic, IL-2, IL-7 and IL-15 after PMC,
probably due to hemodynamic improvement. Interestingly, the levels of VEGF were
negatively correlated with MV A, suggesting that VEGF may be useful as a marker of
clinical improvement.

It is known that specific chemokines can mediate both the CD4+ and CD8+ T
cell recruitment to the site of inflammation in the heart (22). We showed that the plasma
levels of all chemokines studied were higher in the MS pre-PMC group compared to
control group, possibly related to the ongoing inflammation. Levels of most
chemokines, with exception of eotaxin, did not decrease post-PMC. While eotaxin is
primarily involved in the recruitment of eosinophils, the other chemokines promote the
recruitment of monocytes and lymphocytes (24). Given eotaxin is also involved in
recruitment of neutrophils, which are the first ones to respond in inflammatory settings,
it is reasonable to think that the normalization of the hemodynamics will impact this
network of neutrophil response faster than the network related to recruitment of other
cells. Thus, it is possible that levels of other chemokines would decrease after a longer
period post-PMC.

Our study also provided important data to understanding the balance between
inflammatory and down-regulatory cytokines in late chronic RHD. First, we compared
the plasma levels of cytokines in MS pre-PMC and controls. The higher levels of the
inflammatory cytokines IL-1B, IL-17 and IFN-y in MS pre-PMC compared to control
group demonstrate ongoing inflammation.

IL-17 is a potent pro-inflammatory molecule that has an important effect in
mediating chronic inflammation and in the development of autoimmune diseases,
including multiple sclerosis, theumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, asthma
and psoriasis (25). This is an interesting finding, given the auto-immune theory in the
pathogenesis of RHD. On the other hand, the levels of IL-12p70 and IL-6 were lower in
MS pre-PMC, and there was no difference between groups in the levels of TNF-a.
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Consistent with our findings, previous studies have demonstrated that the levels of IL-6
and TNF-a decrease in this phase of the disease (7, 8). Moreover, we also demonstrated
that the levels of the down-regulatory cytokines IL-1RA and IL-4 were higher in MS
pre-PMC compared to control, suggesting that these cytokines are important in this
phase of disease, possibly to counterbalance inflammation. While IL-1RA controls
inflammation mediated by innate cells and T-lymphocytes in general (24), IL-4 is able
to control Thl-mediated inflammation, which has been associated with RHD by other
authors.

We then evaluated the levels of inflammatory cytokines comparing MS pre- and
post-PMC. IL-12, IL-1p and IL-6 are cytokines produced primarily by
monocytes/macrophages. It was interesting to observe that the levels of these
inflammatory cytokines related to the innate response decreased after PBMV, while the
levels of most T-cell derived cytokines did not change. Improvement of hemodynamic
parameters after PMC may be responsible for this decrease, and this improvement might
interfere first with innate immune response decreasing inflammatory cytokines, and
later in adaptive responses. We also expected a decrease in the levels of TNF-a and
IFN-y, as demonstrated by Cagli et a/, who showed that TNF-a level progressively
decreased at the 24th hour until the 4th week after PMC (19). However, it is important
to point out that Cagli et al evaluated only patients in sinus rthythm and with no other
comorbidity. It is possible that, in our group, the levels of TNF obey a different kinetics
than the one observed by those authors.

Comparing the levels of down-regulatory cytokines, IL-10 and IL-1RA, between
MS pre- and post-PMC groups, we observed that levels of IL-10 and IL-1RA did not
change significantly. IL-10 is an important immunoregulatory cytokine. It is produced
by T-regulatory type 1 (Trl) cells, which are a subset of Tregs that inhibits the
production of pro-inflammatory Thl cytokines. IL-1RA 1is a natural antagonist of IL-1
that is produced by mononuclear phagocytes. Its synthesis is induced by many of the
same stimuli that induce IL-1 production, and some studies suggest that this inhibitory
cytokine is required to prevent inflammatory diseases (24). The fact that the levels of
these down-regulatory cytokines did not change after PMC is probably associated with
the reduction in inflammation observed post-PMC. The levels of IL-4 and IL-5, which
are Th2-type cytokines, and also produced by innate cells such as eosinophils (24),
decreased after PMC. Although it is not possible to affirm that these cytokines come
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from eosinophils in these patients, given the observed decrease in eotaxin and the
decrease in IL-4 and IL-5, it is possible to hypothesize that PMC decreases activation of
eosinophils. Indeed, there were strong correlations between eotaxin and both IL-4 (r =
0.87) and IL-5 (r = 0.88).

In conclusion, our results have shown a decrease in the serum levels of various
cytokines after PMC, which may be related to improved post procedural hemodynamic
parameters. Importantly, we found negative correlation between mitral valve area and
VEGF, pointing to a more prominent role for this molecule in clinical improvement. It
is worthy to mention that none of the cytokines studied increased after the procedure.
The decrease in innate-derived cytokines seem to be associated with a rapid
hemodynamic recovery induced by successful PMC, and may be useful markers of

clinical improvement.

STUDY LIMITATIONS:

Our study has some limitations. First, the small patient sample. However, our
sample size was similar to other studies that also evaluated change in plasma levels of
biomarkers before and post PMC. Second, our control group was not age and gender
matched to study group. Third, the effects on long-term changes in the level of

biomarkers post PMC have not been evaluated.
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Table 1: Baseline characteristics of patients with mitral stenosis and healthy control subjects

Characteristics MS group Control group
(n=18) (n=12)
Age (years) 49.28 +£2.45 17.25+0.13
Female sex, n (%) 16 (88.9%) 4 (33.3%)
Age at diagnostic (years) 35.6+3.28 -
Functional class NYHA I/ 11/ 4 (22.2%)/ 8 (44.4%)/ -
II1/1V, n (%) 4(22.2%) /2 (11.1%)
Wilkins score 7 (7-8) -
Atrial fibrillation, n (%) 8 (44.4%) -
History of embolic events, n (%) 2 (11.1%) -
History of heart failure admission, n (%) 9 (50.0%) -
Diabetes mellitus, n (%) 4 (22.2%) -
Hypertension, n (%) 8 (44.4%) -
History of valve intervention, n (%) 5(27.8%) -
Diuretics, n (%) 14 (77.8%) -
Beta Blocker, n (%) 14 (77.8%) -
Digital, n (%) 2 (11.1%) -
Warfarin, n (%) 6 (33.3%) -
Aspirin, n (%) 2 (11.1%) -
Antibiotic prophylaxis
current, n (%) 4 (22.2%) -
previous, n (%) 10 (55.6%) -

Data are presented as mean + SD or as median and interquartile range (Q1-Q3). PMC = percutaneous
mitral commissurotomy; NYHA: New York Heart Association;

Table 2: Echocardiographic data pre and post-PMC

VARIABLES Pre-PMC Post-PMC P value
MVA (cm?) 1.06 (0.99-1.32) 1.90 (1.65-2.00) 0.001

MMG (mmHg) 8.50 (7.00-10.00) 6.00 (4.00-7.00) 0.009

SPAP (mmHg) 39.00 (35.5-50.5) 34.00 (29.00-38.00) 0.013

EF (%) 65.50 (60.00-69.25) 66.00 (63.00-69.50) 0.208

Data are presented as median and interquartile range (Q1-Q3). PMC = percutaneous mitral

commissurotomy; MVA = Mitral valve area; MMG = Mean mitral gradient; SPAP = systolic pulmonary
artery pressure ; EF = Ejection fraction



Table 3: Levels of cytokines in control group and study group pre and post-PMC
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VARIABLES Control group Pre-PMC P value Post-PMC P value
(control vs pre- (pre vs post-
PMC) PMC)
GM-CSF 18.00 (15.25-18,88) 17.00 (13.00-21.25) 0.547 14.00 (12.00-18.00) 0.062
G-CSF 32.50 (29.75-41.75) 51.00 (32.50-77.00) 0.099 30.00 (31.00-56.00) 0.142
PDGF 123.50 (50.13-193.00) 819.50 (199.00-1809.50) 0.001 314.00 (210.00-1033.00) 0.023
VEGF 21.50 (21.00-26.50) 23.00 (16.75-34.25) 0.836 17.00 (15.50-24.00) 0.025
FGF basic 19.50 (17.75-21.38) 24.00 (18.50-36.50) 0.099 21.50 (17.00-29.00) 0.011
IL-2 16.00 (15.00-17.00) 17.00 (13.25-22.50) 0.533 14.00 (13.00-19.00) 0.005
IL-7 23.00 (21.63-23.75) 22.00 (20.00-23.25) 0.573 19.00 (18.00-22.50) 0.025
IL-15 24.00 (23.35-25.75) 20.00 (18.75-26.50) 0.108 20.00 (18.00-21.50) 0.032
IP-10 685.30 (364.60-1104.00) 1280.00 (690.30-1971.00) 0.029 1088 (625.00-1815.00) 0.051
MCP-1 44.50 (24.00-53.63) 171.00 (69.00-356.80) <0,001 127.00 (48.00-324.00) 0.203
MIP-1a 32.50 (25.13-45.63) 374.50 (98.00-6394.00) <0.001 212.00 (82.50-1513.00) 0.064
MIP-1p3 329.00 (318.40-440.50) 1265.00 (735.50-2303.50) <0.001 1018 (575.50-1586.00) 0.159
Eotaxin 519.80 (453.80-924.80) 2533.00 (447.50-3614.00) 0.029 1965.50 (301.00-2971.25) 0.009
RANTES 1662.00 (1427.00-1824.00) 2574.00 (1738.00-2995.00) 0.016 2377.00 (1732.00-3004.00) 0.404
IL-8 28.00 (26.25-36.00) 65.00 (33.25-466.80) 0.009 29.00 (25.25-58.25) 0.144
IL-1B 16.50 (16.00-18.38) 23.00 (18.25-25.50) 0.013 17.00 (15.50-23.50) 0.021
IL-6 19.00 (17.50-20.00) 13.00 (12.50-18.00) 0.015 12.00 (11.00-15.00) 0.004



IL-12p70
IL-17
TNF-a
IFN-y
IL-10
IL-1ra
1L-4
IL-5
IL-13
IL-9

18.00 (17.25-24.75)
25.50 (24.00-29.00)
28.25 (23.63-36.88)
15.50 (13.00-16.00)
17.50 (16.13-21.75)
21.00 (21.00-25.00)
29.00 (22.50-34.13)
16.00 (14.00-19.88)
19.00 (17.13-19.00)
46.50 (42.50-49.25)

15.50 (13.50-18.00)
61.50 (29.25-92.50)
22.00 (15.75-31.00)
23.00 (16.75-42.00)
16.00 (13.00-21.50)

270.00 (154.75-1057.00)
136.00 (49.00-178.00)

18.00 (13.50-23.75)
15.00 (13.00-17.75)
42.00 (34.00-49.00)

0.008
<0.001
0.131
<0.001
0.085
<0.001
0.003
0.374
0.014
0.176

14.00 (13.50-15.50)
40.00 (31.00-73.00)
19.00 (13.75-26.50)
20.50 (16.50-37.25)
14.00 (12.00-23.50)

282.00 (143.00-654.80)

99.00 (48,50-175.50)
15.00 (12.50-19.75)
14.00 (13.00-16.00)
35.00 (30.00-40.25)

0.009
0.056
0.096
0.129
0.882
0.306
0.009
0.005
0.089
0.098
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Data are presented as median and interquartile range (Q1-Q3). PMC = percutaneous mitral commissurotomy



Table 4: Prognosis factors in univariate analysis.

Pre-PMC Post-PMC
VARIABLES B HR 95% CI P value B HR 95% CI P value
GM-CSF 0.053 1.054 0.883-1.259 0.560 -0.088 0.916 0.675-1.243 0.573
G-CSF -0.018 0.982 0.940-1.026 0.418 -0.107 0.899 0.770-1.049 0.176
PDGF -0.001 0.999 0.998-1.001 0.284 -0.001 0.999 0.996-1.001 0.410
VEGF 0.046 1.047 0.943-1.162 0.387 0.11 1.011 0.894-1.144 0.858
FGF basic 0.006 1.006 0.938-1.079 0.874 -0.003 0.997 0.898-1.107 0.962
IL-2 0.011 1.011 0.896-1.141 0.853 -0.135 0.874 0.633-1.207 0.414
IL-7 0.038 1.039 0.793-1.360 0.783 -0.03 0.997 0.869-1.144 0.967
IL-15 0.060 1.062 0.885-1.274 0.517 -0.095 0.910 0.613-1.349 0.638
IP-10 0.000 1.000 0.999-1.001 0.742 0.000 1.000 0.999-1.001 0.348
MCP-1 -0.002 0.998 0.993-1.003 0.477 -0.005 0.995 0.984-1.005 0.321
MIP-1a 0.000 1.000 1.000-1.000 0.479 -0.001 0.999 0.996-1.002 0.486
MIP-1pB 0.000 1.000 0.999-1.001 0.887 -0.001 0.999 0.997-1.001 0.341
Eotaxin 0.000 1.000 1.000-1.000 0.515 0.000 1.000 0.999-1.001 0.926
RANTES 0.000 1.000 0.998-1.001 0.611 -0.001 0.999 0.998-1.001 0.413

IL-8 0.000 1.000 0.999-1.002 0.785 -0.023 0.977 0.921-1.037 0.448



IL-1B
IL-6
IL-12p70
IL-17
TNF-a
IFN-y
IL-10
IL-1ra
IL-4
IL-5
IL-13

IL-9

-0.300
0.044
-0.064
0.004
0.012
-0.13
0.008
0.000
0.002
0.020
0.012

-0.005

0.970
1.045
0.938
1.004
1.012
0.987
1.008
1.000
1.002
1.020
1.012

0.995

0.835-1.128
0.878-1.244
0.638-1.380
0.984-1.024
0.983-1.042
0.918-1.061
0.870-1.168
0.999-1.001
0.993-1.011
0.867-1.199
0.745-1.374

0.952-1.040

0.695
0.617
0.747
0.700
0.416
0.718
0.917
0.852
0.663
0.813
0.940

0.818

-0.091
-0.006
-0.187
-0.001
-0.072
-0.046
0.070
0.002
0.000
-0.065
-0.026

-0.013

0.913
0.994
0.829
0.999
0.930
0.955
1.073
1.002
1.000
0.937
0.974

0.987

0.717-1.163
0.756-1.306
0.452-1.521
0.971-1.028
0.809-1.069
0.853-1.070
0.948-1.214
1.000-1.003
0.989-1.010
0.760-1.155
0.654-1.451

0.929-1.049

0.462
0.965
0.545
0.952
0.308
0.430
0.264
0.082
0.957
0.541
0.898

0.679
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PMC = percutaneous mitral commissurotomy.
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Figure 1: Difference in the levels of growth factors and proliferative factors among control group and MS pre
and post-PMC group
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Figure 2: Difference in the levels of chemokines among control group and MS pre and post-PMC group
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Figure 4: Difference in the levels of down-regulatory and Th2 cytokines among control group and MS pre and
post-PMC group
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Figure 5: Correlation between the levels of the cytokines that presented significant variation post-PMC with the

mitral valve area (MVA)
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CONSIDERACOES FINAIS

A compreensdo dos mecanismos de resposta imunoldgica na cardiopatia reumatica ¢
de suma importancia para identificar marcadores prognosticos da doenca e estabelecer
possiveis alvos terapéuticos.

Embora ja houvessem estudos que visassem demonstrar alteragdes de marcadores
inflamatérios apés a VMPB, esse € o primeiro estudo na literatura que abrange um nimero
tao amplo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.

Nossos resultados mostram uma redug¢do no nivel sérico de varias citocinas apos
VMPB, o que atribuimos a melhora dos parametros hemodinadmicos apds o procedimento.
Entretanto, a area valvar mitral foi correlacionada apenas com os niveis de VEGF. De forma
interessante, nenhuma das citocinas estudadas apresentou elevagdo em seu nivel sérico,
indicando que a injuria do endotélio valvar causada pelo procedimento ndo induz atividade
inflamatoria entre 4 e 11 dias apds sua realizagao.

Nosso estudo tem algumas limitagdes importantes. Primeiro, devemos destacar o
pequeno numero de pacientes estudados, embora o numero amostral do nosso estudo seja
semelhante ao de outros estudos que também analisaram variagdes no nivel sérico de citocinas
ap6s VMPB. Segundo, os pacientes no grupo do estudo apresentavam diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a idade e sexo em relagdo ao grupo controle. Por fim,
os efeitos a longo prazo no nivel de biomarcadores apés VMPB nao foi avaliado.

Apesar dessas limitagdes, nosso estudo vem contribuir para a compreensdao da
evolugcdo da cardiopatia reumadtica e dos efeitos da VMPB na resposta inflamatéria dos
pacientes. Merece destacar que esse estudo abre perspectivas para avaliar a progressdo da
estenose apos abertura adequada da valva com o procedimento percutaneo. A reestenose

valvar constitui o principal fator determinante da sobrevida livre de eventos apos intervengao.
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