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EPIGRAFE

“— Que gigantes? — Interrogou Sancho.

— Agueles que além vés de bragos desmesurados. Alguns medem quase duas léguas de
comprido...

— Atente bem, Vossa Mercé. O que se descortina além fora ndo séo gigantes, mas
moinhos de vento. E 0 que parecem bragos ndo séo sendo as velas que, sopradas pela
aragem, fazem gira-los.”

Dom Quixote de la Mancha

Miguel de Cervantes



RESUMO

Estudo das microparticulas derivadas de células na endocardite infecciosa
INTRODUCAO: Endocardite infecciosa (EI) é uma doenca grave com elevadas taxas de
morbidade e mortalidade. Os fatores preditores de evolugdo da ElI  s&o determinados por
complexos processos, como interacdo patdégeno-hospedeiro, estabelecimento de um padrdo da
resposta imune e inflamatdria, assim como ativacao celular. Recentemente, crescente nimero de
trabalhos cientificos demonstraram a participacdo das microparticulas derivadas de células (MPs)
nesses processos. Entretanto, ndo existem estudos que avaliaram as MPs na El, tanto ao diagndstico
guanto durante o tratamento, e sua relacdo com desfechos clinicos. O presente estudo foi desenhado
para avaliar os niveis séricos das MPs derivadas de leucdcitos, neutréfilos, mondcitos, linfocitos
T, células endoteliais, eritrocitos e plaquetas em pacientes com EI. O perfil das MPs foi analisado
durante o tratamento para se determinar o impacto desses novos marcadores nos desfechos clinicos,
definidos como necessidade de cirurgia precoce e morte intrahospitalar, desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral (AVC). Além disso, a concentracdo das MPs na
El foi comparada com outras infecgGes bacterianas.
METODOS: Entre agosto 2011 e janeiro 2017, 57 pacientes com EI provavel ou definitiva,
segundo os critérios de Duke modificados, internados no Hospital das Clinicas da UFMG foram
incluidos. Os pacientes foram acompanhados durante a internagdo com coleta dos dados clinicos,
laboratoriais e ecocardiograficos. Amostras plasméticas foram obtidas em trés tempos: a admissdo
hospitalar (T0), ap6s duas semanas de tratamento (T1) e ao final do tratamento (T2). Os pacientes
com EI foram comparados a um grupo controle composto por 22 pacientes com outras infeccoes
bacterianas, caracterizadas por febre e elevacdo da proteina C reativa (PCR). MPs foram dosadas
pela citometria de fluxo, utilizando-se a anexina como um marcador universal e anticorpos
marcados direcionados a antigenos celulares especificos CD45 (leucocitos), CD66b (neutrofilos),
CD14 (mondcitos), CD41la (plaquetas), CD51 (celulas endoteliais) e CD235a (eritrocitos). Os
pacientes foram tratados conforme recomendagdes dos guidelines e a indicagdo cirdrgica foi
baseada em critérios bem estabelecidos pela literatura.
RESULTADOS: A mediana da idade dos pacientes foi de 50 anos, com 33 pacientes do sexo
masculino (58%). A condicdo predisponente mais frequente foi cardiopatia reumatica, detectada
em 30% dos casos. Os microrganismos mais prevalentes foram staphylococcus (37%), seguido dos
streptococcus (12%). Em 17 pacientes (30%), a hemocultura foi negativa. MPs de plaquetas
7



(pltMPs), leucdécitos (leucMPs), neutrofilos (neutMPs) e linfocitos T (linfMPs) foram
significativamente elevadas nos pacientes com El , em comparacdo aos pacientes com outras
infeccdes bacterianas, apesar de idade, sexo, global de leucécitos e proteina C reativa comparaveis.
Avaliando-se 0 comportamento das MPs com o tratamento, observou-se que os valores de MPs
apresentaram um padrdo relativamente estavel ao longo do tempo, com excegdo de um aumento
significativo de leucMPS e neutMPs entre TO e T1. Durante internagdo hospitalar, 17 pacientes
evoluiram para o Obito (30%), 25 necessitam cirurgia cardiaca (44%), 29 desenvolveram
insuficiéncia cardiaca (51%) e 9 tiveram AVC (16%). Em relacdo aos desfechos, leucMPs,
neutMPs, linfMPs e MPs de mondcitos (monoMPs), medidas a admissao, foram significativamente
elevados nos pacientes com El que morreram durante a hospitalizagdo, em comparacdo aos
pacientes sobreviventes. Ndo houve diferenca nos niveis das MPs, comparando-se 0s pacientes que
necessitaram de cirurgia cardiaca com o tratamento clinico, ou entre aqueles que desenvolveram
insuficiéncia cardiaca ou ndo, e aqueles que tiveram ou ndo AVC. Em uma analise multivariada,
0s niveis de neutMPs permaneceram como um fator independente associado a mortalidade (OR 2,2
para cada aumento de 100 contagens/pL, intervalo de confianca de 95% de 1,2 a 4; p=0,009)

CONCLUSOES: As concentracdes plasmaticas das MPs de leucdcitos, neutréfilos, linfocitos T e
plaquetas foram significativamente elevadas nos pacientes com El, quando comparados a outras
infeccbes bacterianas. Exceto pela elevacao significativa das MPs derivadas dos neutréfilos, os
niveis das MPs apresentaram um padrao relativamente estavel ao longo dos trés tempos avaliados.
MPs derivadas dos leucdcitos, incluindo neutréfilos, monacitos, e linfocitos, estavam elevadas nos
pacientes que faleceram durante a internacdo. As MPs apresentam um valor potencial na El,
auxiliando no diagnéstico diferencial com outras infecgdes bacterianas e Gtil na identificacdo dos

pacientes com maior risco de ébito.

Palavras chave: endocardite infecciosa, microparticulas derivadas de celulas, vesiculas
extracelulares, marcadores inflamatorios.



ABSTRACT

Study of cell-derived microparticles in infective endocarditis

INTRODUCTION: Infectious endocarditis (IE) is a serious disease, with high rates of morbidity
and mortality. IE evolution are determined by complex processes, such as pathogen-host
interaction, establishment of a pattern of immune and inflammatory response, as well as cellular
activation. Recently, a growing number of scientific studies have demonstrated the participation of
cell-derived microparticles (MPs) in these processes. However, to date, there are no studies
evaluating MPs in IE, both at diagnosis and during treatment, and its relation to clinical outcomes.
The present study was designed to evaluate the serum levels of MPs derived from leukocytes,
neutrophils, monocytes, T lymphocytes, endothelial cells, erythrocytes and platelets in patients
with IE. The profile of MPs was analyzed during treatment to determine the impact of these new
markers on clinical outcomes, defined as the need for early surgery and in-hospital death, the
development of heart failure and stroke. In addition, the concentration of MPs in IE was compared
with other bacterial infections.
METHODS: Between August 2011 and January 2017, 57 patients with probable or definite IE
according to the modified Duke criteria hospitalized at the Hospital das Clinicas of UFMG were
included. The patients were followed up during the hospitalization with clinical, laboratory and
echocardiographic data collection. Plasma samples were obtained at three times: at hospital
admission (T0), after two weeks of treatment (T1) and at the end of treatment (T2). Patients with
IE were compared to a control group composed of 22 patients with other bacterial infections,
characterized by fever and elevated C-reactive protein (CRP). MPs were measured by flow
cytometry, using annexin as a universal marker and labeled antibodies directed to specific cell
antigens: CD45 (leukocytes), CD66b (neutrophils), CD14 (monocytes), CD41a (platelets), CD51
(endothelial cells) and CD235a (erythrocytes). The patients were treated according to the
recommendations of the guidelines and the surgical indication was based on criteria well
established in the literature.
RESULTS: The median age of the patients was 50 years, with 33 male patients (58%). The most
frequent predisposing condition was rheumatic heart disease, detected in 30% of the cases. The
most prevalent microorganisms were staphylococcus (37%), followed by streptococcus (12%). In
17 patients (30%), blood culture was negative. Platelet MPs (pltMPs), leukocytes (leukMPs),
9



neutrophils (neutMPs), and T lymphocytes (lympMPs) were significantly elevated in patients with
IE compared to patients with other bacterial infections despite age, sex, global leukocyte and
protein C reactive. By evaluating the MPs kinetics during the treatment, we observed that the MPs
values had a relatively stable pattern over time, except for a significant increase of leukMPS and
neutMPs between TO and T1. During hospital stay, 17 patients died (30%), 25 needed heart surgery
(44%), 29 had heart failure (51%) and 9 had a stroke (16%). Regarding the outcomes, leukMPs,
neutMPs, lymphMPs and MPs of monocytes (monoMPs), measured at admission, were
significantly elevated in patients with IE who died during hospitalization compared to patients who
survived. There was no difference in MP levels, comparing patients who required cardiac surgery
with the ones on clinical treatment, or those who developed heart failure or not, or that complicated
or not with stroke. In a multivariate analysis, neutMPs levels remained an independent factor
associated with mortality (OR 2.2 for each increase of 100 counts/uL, 95% confidence interval 1.2
to 4, p = 0.009)

CONCLUSIONS: Plasma concentrations of MPs of leukocytes, neutrophils, T lymphocytes and
platelets were significantly elevated in patients with IE when compared to other bacterial
infections. Except for the significant elevation of MPs derived from neutrophils, MP levels
presented a relatively stable pattern throughout the three evaluated times. MPs derived from
leukocytes, including neutrophils, monocytes, and lymphocytes, were elevated in patients who died
during hospitalization. The MPs present a potential value in IE, aiding in the differential diagnosis

with other bacterial infections and useful in the identification of patients with higher risk of death.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A endocardite infecciosa (EI) segue como uma doenca desafiadora. Trata-se de patologia
com apresentacdo clinica diversa, diagnostico por vezes dificil, alta letalidade, e de tratamento
complexo. Como se trata de afec¢do ndo comum, o numero variado e esporéadico de casos dificulta
seu estudo sistematizado. Portanto, esfor¢cos empregados no estudo da El sdo valiosos.

O estudo da El iniciou-se no Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG) em 2005, pelas
professoras Teresa Cristina de Abreu Ferrari e Maria do Carmo Pereira Nunes, com a criacdo de
um Grupo de Pesquisa em Endocardite Infecciosa do HC/UFMG. Desde entéo, todos os pacientes
internados no hospital, apds concordancia, sdéo acompanhados e incluidos em um protocolo de
estudo.

Tal inciativa levou a obtencao de um rico banco de dados, com a inclusdo de 203 pacientes
com El ao longo de 12 anos. A partir do estudo desses casos, foi publicado trabalho que descreveu
o perfil clinico e epidemioldgico da ElI no HC/UFMG (1), assim como relatos de casos com
abordagem terapéutica complexa, agente etioldgico ndo comum ou associados a praticas atuais,
como uso de piercing (2-5).

Além desses trabalhos, o grupo também buscou estudar biomarcadores relacionados aos
mecanismos patogénicos da EI. Assim, desde 2010, os pacientes incluidos no projeto tém amostras
de sangue coletadas. Tais amostras foram utilizadas em investiga¢des do grupo, de 2014 (6) e 2015
(7), que avaliaram o perfil das interleucinas na EIl e sua associacdo com desfechos clinicos. O
presente trabalho é uma continuidade desse estudo de biomarcadores na El.

O grupo de Pesquisas em EI conta com reunifes semanais, onde séo discutidos 0s casos
internados, duvidas no preenchimento dos protocolos, e elaboracdo das produgdes cientificas.
Desde 2012, o grupo tem parceria com o laboratério Diagnostico e Monitoramento do Centro de
Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ). Em 2016, o Grupo de Pesquisa em Endocardite Infecciosa
do HC/UFMG passou a integrar o Registro Europeu de Endocardite Infeciosa, que constitui um
esforgo internacional para o estudo da EI (EURO-ENDO).

Meu ingresso no grupo ocorreu em janeiro 2014. Desde ent&o, tive como contribuigdes: (1)
auxiliar no recrutamento dos casos; (2) abordagem dos pacientes sobre possivel inclusdo no estudo;
(3) solicitacdo e programacdo da coleta das amostras; (4) acompanhamento dos casos; (5)

preenchimento de protocolos e auxilio aos estudantes de iniciacdo cientifica nesse processo; (6)
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organizacao do catdlogo das amostras. Na etapa final, acompanhei a realizacdo e anélise de alguns
experimentos no laboratorio do René Rachou, assim como participei da organizacdo do banco de
dados e anélise dos resultados.

Logo, esse trabalho se insere no o grupo de pesquisas em El, existente ha mais de 10 anos
no HC/UFMG: fruto da iniciativa das Profas. Teresa Cristina e Maria do Carmo, e desenvolvido

pelo esfor¢o conjunto dessas, somados aos de pos-graduandos, alunos, colaboradores e de parcerias

externas.
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2 INTRODUCAO

Endocardite Infecciosa é definida como infeccdo de uma valva cardiaca nativa ou protética,
da superficie endocardica ou de um dispositivo cardiaco (8). Trata-se de doenca com apresentacéo
clinica diversa com sinais e sintomas pouco especificos, 0 que faz com que o diagnoéstico muitas
vezes ocorra de maneira tardia, em alguns casos até mais de um més apds inicio dos sintomas.

Sem tratamento, a EI é usualmente uma doenca letal. Mesmo com o tratamento, a taxa de
mortalidade em um ano chega a 30% — um prognastico pior do que muitos tipos de neoplasias (1,
8). A isso, soma-se uma alta morbidade, determinada pela necessidade de cirurgia cardiaca em 53%
dos pacientes, ocorréncia de acidente vascular cerebral em 19% dos doentes, além de um
tratamento que exige internacdo hospitalar prolongada — em média, 39 dias (1).

Diversos processos celulares estdo envolvidos na fisiopatologia da El. O endotélio saudavel
é resistente aos frequentes episddios de bacteremia que ocorrem nas atividades cotidianas (9). Nos
individuos com El, ha falha nesse processo. De forma sucinta, dano endotelial leva a formacéo de
trombo estéril, que posteriormente sofre processo de adesdo e multiplicacdo pelo microrganismo
infectante. Esse denso agregado, formado por plaquetas, fibrina, microrganismos e leucdécitos
constitui a apresentacédo cardinal da EIl — a vegetacdo (10). Logo, a elaboragéo da resposta imune
e inflamatdria (e toda a comunicacéo intercelular complexa que rege esses processos), coagulacéo,
ativacdo celular e dano tecidual vdo determinar a apresentacdo clinica da El e influenciar seus
desfechos. Nas uUltimas décadas, estudos demonstraram a participacdo das microparticulas
liberadas por células em cada um desses processos.

Microparticulas (MPs) sdo vesiculas micrométricas (diametro de 0,1 a 1 micrémetro)
liberadas da membrana de células que sofreram ativacdo, injaria ou apoptose (11). MPs sdo
liberadas por praticamente todas as células eucaridticas, sendo também demonstrados em
procariotas (12-14). Essas particulas foram durante algumas décadas consideradas um subproduto
celular sem atividade bioldgica — uma “poeira celular”. Porém, pesquisas recentes ressaltaram 0
seu papel como efetoras em multiplos processos celulares, dentre eles: comunicacéo intercelular,
inflamacdo, imunidade, apoptose celular, coagulagdo sanguinea, metéstases e angiogénese.

Investigagcdes demonstraram liberacdo de MPs em individuos saudaveis (15), assim como
sua participacdo em varias doencas que envolvem ativacdo e/ou dano endotelial. Na sepse, MPs

foram associadas a disfungdo microvascular e organica (16, 17) e distdrbios da coagulacéo (18).

19



Em pacientes com cancer, MPs foram relacionadas a eventos tromboembolicos venosos (19). Na
doenga arterial coronariana, seus niveis foram aumentados em pacientes com sindrome coronariana
aguda, quando comparados a doenca coronariana estavel (20). Na doenca pulmonar obstrutiva
crénica (DPOC), MPs derivadas de endotélio foram relacionadas ao grau de lesdo pulmonar e
exacerbagdo da doenca (21). MPs tambem foram estudadas como biomarcadores no diabetes
mellitus (22) e relacionadas a complicagfes vasculares da gravidez (23).

Logo, é de se esperar que as MPs tenham participacdo nos processos patogenéticos centrais
da El. Porém, realizando-se busca abrangente nas bases MEDLINE e LILACS, em 5 de maio de
2017, ndo foram encontrados trabalhos nos quais se avaliou o perfil sérico das MPs nos pacientes
com EI. Dessa maneira, o estudo das MPs na El, seu uso como biomarcadores e sua possivel relagdo
com desfechos clinicos ndo séo descritos.

O presente trabalho se presta ao esforco de tentar preencher essa lacuna no conhecimento.
Partimos das seguintes perguntas:

1. Qual o perfil sérico das MPs nos pacientes com El, tendo como base a identificacdo de

MPs liberadas por leucdcitos, neutrofilos, mondcitos, linfécitos T, células endoteliais,
eritrocitos, e plaquetas?

2. Qual o perfil dessas MPs no decorrer do tratamento?

3. Ha correlacdo entre os niveis de MPs liberadas por essas células e desfechos clinicos?

4. O perfil das MPs liberadas em pacientes com El é diferente daquele encontrado em

outras infeccdes bacterianas ?
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENDOCARDITE INFECCIOSA

3.1.1 Definicéo e contextualizacao

Endocardite Infecciosa é definida como infec¢do de uma valva cardiaca nativa ou protética,
da superficie endocardica ou de um dispositivo cardiaco (8). A doenca teve sua primeira descri¢ao
sistematica feita por Sir William Osler, em 1885 (24).

A prevaléncia dos agentes etioldgicos, a epidemiologia, os fatores predisponentes e as
caracteristicas dos pacientes mudaram nas Ultimas décadas. Os pacientes agora sdo mais velhos e
tém mais comorbidades. A idade média de acometimento, que era de 45 anos na década de 80,
passou para mais de 70 anos na década atual. A mudanca das caracteristicas epidemioldgicas da El
esta relacionada ao aumento das infec¢des associadas ao cuidado da saude e ao uso cada vez mais
comum de dispositivos cardiacos como marcapassos, desfibriladores cardiacos implantaveis e
ressincronizadores cardiacos (8).

Os pacientes com EI podem apresentar um amplo espectro de complicaces cardiacas,
neuroldgicas, reumatoldgicas e infecciosas. Logo, a abordagem da EI necessita de equipe altamente
especializada, composta por profissionais de diversas areas: cardiologistas, cirurgides cardiacos,
infectologistas, fisioterapeutas, entre outros. Essa demanda multiprofissional, juntamente de uma
estrutura que possibilite cirurgia cardiaca, € um desafio - em especial para os paises em
desenvolvimento.

Estudos comprovaram que uma abordagem do paciente com EI por uma equipe
especializada tem impacto nos desfechos. Estudo francés (25) demonstrou que abordagem

sistematizada da El levou a redugdo da mortalidade em um ano de 18,5% para 8,2%.

3.1.2 Epidemiologia

Em revisdo sistematica feita pelo estudo GBD (Global Burden of Disease, Injuries, and Risk
Factors) (26) nos anos de 1990 e 2010, a incidéncia global da El variou de 1,5 a 11,6 casos a cada
100.000 pessoas. Tais estimativas foram provenientes de 10 paises, predominantemente

industrializados. Essa incidéncia aumenta com a idade, chegando a 14,5 episédios a cada 100.000
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pessoas/ano numa populacdo em 70-80 anos (27). Em relacdo ao sexo, a doenga acomete mais
homens - 68% dos casos (28).

Avaliando um possivel aumento no nimero de casos, Duval et al (29) analisaram a
incidéncia anual de EI, de forma prospectiva, com base em populacdo de 11 milhdes habitantes
acima de 20 anos, na Franca, nos anos de 1991, 1999 e 2008 (este tltimo ano, apds mudancgas que
tornaram mais restritas as indicacdes de profilaxia da EI). A incidéncia se manteve estével,
respectivamente 3,5; 3,3 e 3,2 casos a cada 100.000 habitantes. Nesse estudo, foi evidenciada uma
mudanca na prevaléncia dos agentes etiologicos ao longo dos anos. Observou-se aumento da
proporcéo da El causada por Staphylococcus: 20%, 27%, e 36% dos casos, respectivamente em
1991, 1999 e 2008. A proporc¢do de EIl causada por Streptococcus orais se manteve estavel (23, 18
e 20%, respectivamente). Também houve aumento da proporcao de EI relacionada a dispositivos

cardiacos — 3,1%, 6,3% e 15% dos casos, respectivamente.

3.1.3 Classificacéo

El ndo € uma doenca Unica, existindo varios tipos, com diferentes apresentacdes clinicas e
prognosticos. A definicdo de EI de acordo com tempo de apresentacdo clinica esta em desuso, por
colaborar pouco na abordagem do paciente. Classificacdo moderna engloba a descricdo da valvula
acometida, se nativa ou protética, se envolve dispositivo cardiaco implantavel (marcapasso,
ressincronizador e/ou desfibrilador) e o local de aquisicéo (27).

Com relacdo ao local de aquisi¢éo, a El pode ser classificada conforme mostrado no quadro

abaixo:
Quadro 1:
Classificacéo dos casos de endocardite infeciosa quanto ao local de aquisicéo
Adquirida na Diagnosticada a admissdo ou em até 48h, em um paciente que
comunidade ndo preenche critérios para El associada aos cuidados a saude.

Associada aos

cuidados a saude

El diagnosticada , em até 48h da admissdo, em paciente que
requer cuidados de saude, definidos por: (1) recebimento de
terapia endovenosa, cuidados com ferida ou cuidados
especializados de enfermaria em nivel domiciliar até 30 dias
antes do inicio dos sintomas, (2) foram submetidos a
hemodialise ou quimioterapia em até 30 dias antes do inicio dos

e Nao
nosocomial
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sintomas (3) estiveram hospitalizados por mais de dois dias nos
ultimos 90 dias.

Definida como aquela que se desenvolveu em paciente que
esteve internado por mais de 48h antes do inicio dos sinais e
sintomas consistentes com El

e Nosocomial

Fonte: Murdoch et al Clinical presentation, etiology, and outcome of infective endocarditis in the 21st century: the
International Collaboration on Endocarditis—Prospective Cohort Study. Archives of internal medicine.
2009;169(5):463-73.

Em estudo com quase trés mil pacientes (28), El adquirida na comunidade correspondeu a
71,5% dos casos, seguida pela EI nosocomial (13,7%) e El relacionada aos cuidados a satde néo
nosocomial (9,3%). A América do Norte demonstrou a mais alta taxa de EI relacionada aos
cuidados com saude (38%), sendo esse nimero proximo dos 20% na América do Sul (28).

A EI pode ser adicionalmente classificada como a que ocorre em usuarios de drogas
intravenosas. O agente etioldgico também contribui na classificacdo de cada caso. Por exemplo, EI

de valva mitral nativa, adquirida na comunidade, causada por S. aureus.

3.1.4 Etiologia

Staphylococcus spp e Streptococcus spp sdo 0s principais agentes etiolégicos, sendo a
predominancia de um ou outro relacionada ao tipo de valvula acometida (nativa ou protética), fonte
da infeccdo, comorbidades e idade do paciente. Staphylococcus superaram o Streptococcus como
principal agente etiol6gico nos paises desenvolvidos, acompanhando o aumento das El
relacionadas ao cuidado com a saude (29-32).

Murdoch et al (28) analisaram o perfil clinico e etiologico de 2.756 pacientes com El.
Staphylococcus aureus e Streptococcus do grupo viridans foram os agentes mais isolados -
respondendo por 31% e 17% dos casos, respectivamente. Foram seguidos pelos Staphylococcus
coagulase negativos, isolados em 11% dos casos. Aqui vale um adendo. Streptococcus do grupo
viridans (do latim, viridis, que significa verde) tém esse nome derivado da descoloragdo
caracteristica provocada na placa de &gar. Inclui espécies que sdo comensais orais, do trato
gastrointestinal e wurogenital, a saber: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,

Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis. Nesse grupo ndo estéo
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inclusos os Streptococcus do grupo D (Streptococcus gallolyticus, Streptococcus bovis) que sdo
conhecidos por sua associagao de EI com tumor col6nico.

No estudo de Murdoch et al (28) observou-se uma diferenca regional no perfil etioldgico
da El, sendo que apenas na América do Sul os Streptococcus do grupo viridans séo mais prevalentes
que o Staphylococcus aureus (26% vs 17%). Estudo brasileiro de Siciliano et al (33) incluiu 221
pacientes com El adquirida na comunidade. O agente causador foi identificado em 76% dos casos,
sendo os mais comuns: Streptococcus do grupo viridans (47%), Streptococcus bovis (10%),
Staphylococcus aureus (8,2%), Enterococcus fecalis (7,6%).

Revisdo de Vogkou et al (34) analisou a etiologia de 33.214 casos, em 105 estudos de 36
paises, no periodo de 2003 a 2013. Staphylococcus aureus foi 0 agente etiolégico mais comum em
57% dos estudos, seguido pelo Streptococcus do grupo viridans, que foi o agente etiolégico mais
isolado em 21,9% dos estudos. Incluindo os resultados estratificados por continente, o0s
microrganismos mais isolados, em ordem de frequéncia, considerando-se 452 pacientes da
América do Sul foram: S. aureus, Enterococcus spp. Staphylococcus coagulase negativo e grupo
HACEK (Haemophilus spp, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens e Kingella kingae).

Essa revisdo (34) também avaliou o agente etioldgico em populacdes especiais. Nos 994
pacientes com proétese valvar, Staphylococcus coagulase negativo foi o agente mais comum,
seguido do Staphylococcus aureus, Streptococcus do grupo viridans e do Enterococcus spp. Nos
505 com dispositivos cardiacos implantaveis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativo foram isolados em igual frequéncia.

Os casos de El nos quais 0 microrganismo causador ndo € identificado apds cultura de
amostra sanguinea, do tecido valvar (nos casos de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca), ou de
eletrodo de um dispositivo cardiaco infectado (no caso de marcapassos, desfibriladores e/ou
ressincronizadores), usando os métodos de laboratorio usuais, sdo classificados como EI com
cultura negativa. Eles representam uma proporc¢do muito variavel do total dos casos de El, variando
de 2,5% a 60% (35, 36). Em revisao ja citada (34), com 33 mil casos, essa porcentagem foi de 26%.
Essa variabilidade é explicada por varios fatores: prevaléncia de microrganismos de crescimento
lento ou que requerem meio de cultura especializado, uso de antibidtico antes da coleta da
hemocultura, diferencas no processamentos das amostras, e prevaléncia da endocardite de etiologia

ndo infecciosa (35).
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Fournier et al (35) estudaram 759 casos de EI com cultura negativa. Aplicando uma
estratégia diagndstica que contou com técnicas soroldgicas, moleculares e histopatolégicas
avancadas, o agente causador foi identificado em 62,7% dos casos, e uma etiologia ndo infecciosa
em 2,5%. Entre os agentes identificados, chamou a atencédo a elevada prevaléncia de infeccao por
microorganismos intracelulares: Coxiella burnetii (causadora da febre Q) e bactérias do género
Bartonella, identificados respectivamente em 57% e 19,2% dos casos. Outras bactérias de
crescimento fastidioso também foram identificadas: Tropheryma whipplei (4%), Legionella spp
(0,4%) e Mycobacterium spp (0,4%). Fungos foram identificados em 1,7% dos casos.

No estudo brasileiro de Siciliano et al (33), EI com cultura negativa foi responsavel por 23%
dos casos. Esses casos foram submetidos a pesquisa de Bartonella spp e Coxiella burnetti por meio
de imunofluorescéncia, sorologia, técnicas moleculares e histopatoldgicas. Dos 51 casos de EI com

cultura negativa, a prevaléncia de Bartonella spp foi de 19,6% e C. burnetti 7,8%.

3.1.5 Patogénese

O endotélio cardiaco saudavel é naturalmente resistente aos frequentes episodios de
bacteremia que ocorrem em atividades cotidianas. Isso foi demonstrado em trabalho de Lockhart
et al (9) que randomizou 290 pacientes para (1) escovacdo dentaria, (2) extracdo dentaria com
profilaxia com amoxicilina, (3) extracdo dentéaria sem uso de profilaxia (placebo). Hemoculturas
foram coletadas antes, durante e ap6s o procedimento, totalizando seis amostras. Foram
identificadas 32 espécies de bactérias sabidamente causadoras de El, sendo as mais frequentes do
género Streptococcus (49%). A incidéncia cumulativa de bacteremia por bactérias relacionadas a
El em qualquer uma das seis amostras foi de 23%, 33% e 60%, respectivamente, nos grupos 1, 2 e
3 (p< 0,0001). Apesar da diminuigdo significativa da ocorréncia de bacteremia no grupo de
extracdo dentaria que usou amoxicilina, a ocorréncia frequente de bacteremia em atividades diarias
corriqueiras, como a escovacao dentéria, faz com que esta tenha uma maior carga de risco
cumulativa. Tal fato levanta questionamento sobre o beneficio do uso de antibioticoprofilaxia em
situacOes isoladas. A pequena incidéncia de endocardite, apesar da ocorréncia frequente de
bacteremia em atividades cotidianas, também demonstra como o endotélio intacto é resistente a

infeccdo.
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Na patogénese da EI, o modelo tradicional postula que a infeccéo resulta da formagéo de
um trombo estéril (em local de endotélio valvar danificado) e sua posterior colonizacdo por
microrganismos circulantes.

Deposicdo espontanea de agregados ricos em plaquetas e fibrina ocorre em areas de
endotélio lesado ou inflamado, levando a formagdo da chamada endocardite trombética nao
bacteriana (ETNB). Esse dano ao endotélio pode resultar de: (1) fluxos turbulentos, gerados por
lesGes valvares; (2) inflamacao crénica, como nos casos de doenca cardiaca reumatica ou nas lesées
valvares degenerativas; (3) injecdo repetida de particulas solidas (como ocorre nos usuarios de
droga intravenosas) (4) provocadas por eletrodos e cateteres; (5) atividade bacteriana direta
(particularmente para S. aureus).(10, 37)

A ETNB ¢é encontrada em 1,3% de individuos em estudos de necropsia (38). De maneira
caracteristica, se localiza na face atrial das valvulas mitral ou tricuspide, ou nas superficies
ventriculares das valvulas aortica e pulmonar — os mesmos locais onde sdo encontradas as
vegetacdes da El. A formacdo da ETNB requer, além de uma area de endotélio lesado, um estado
de hipercoagulabilidade. Envelhecimento, malignidade, coagulacdo vascular disseminada, uremia,
[Upus eritematoso sistémico (LES) sdo condicdes predisponentes a formacao de ETNB.

No processo de inicial de colonizagdo bacteriana, a aderéncia tem um papel central,
constituindo-se em um requisito para a invasdo celular do hospedeiro. Os dois maiores géneros
bacterianos responsaveis pela ocorréncia de EI - Staphylococcus e Streptococcus - diferem quanto
a sua capacidade de adesdo. Streptococcus podem se aderir a valvulas com lesdo endotelial prévia.
Em contraste, S. aureus podem colonizar o endotélio intacto.

S. aureus e outros poucas bactérias relacionadas a El carregam adesinas em sua superficie.
Adesinas sdo proteinas de superficie com funcdo adesiva, como as proteinas ligantes de
fibronectina. Células endoteliais respondem a inflamacg&o local por meio da expressdo de varias
moléculas, incluindo-se as integrinas da familia f1. Integrinas da familia 1 irdo mediar a adesdo
bacteriana por intermédio das proteinas ligadoras de fibronectina (10)

Superficies ndo bioldgicas presentes em acessos venosos, cabos dos marcapassos,
desfibriladores ou dispositivos de assisténcia cardiaca sdo mais susceptiveis & colonizagdo por
microrganismos do que superficies biologicas. Na colonizagdo de superficies abidticas, a formagédo

do biofilme é considerada fator de viruléncia essencial.
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O biofilme é um agregado bacteriano envolto em uma matriz de polissacarideos e proteinas
produzidas pela bactéria e pelo hospedeiro. O ambiente gerado no biofilme garante a aderéncia
bacteriana, nutricdo, e protecao contra o sistema imune e contra tratamento antimicrobiano (10).
Bactérias contidas nesse biofilme sdo extremamente dificeis de tratar, tendo uma resisténcia
bacteriana 500 vezes superior aquela encontrada nas formas de vida “livre”. Esse aumento da
resisténcia resulta da matriz de exopolissacarideo que envolve as bactérias, criando uma barreira
que dificulta a penetracdo dos antimicrobianos. A diminuicdo do metabolismo bacteriano e
crescimento lento das bactérias no biofilme também contribuem para a resisténcia as drogas que
atuam predominantemente no metabolismo e proliferagéo celulares (39).

Outro mecanismo que explica a refratariedade ao tratamento ou recorréncia da infeccao
apos completado o tratamento antimicrobiano em alguns casos de EI causada por S. aureus séo as
“small colony variants”. Elas sdo definidas como pequenas colonias, de crescimento lento, que
ocorrem nas placas de &gar, com pigmentacdo diminuida ou ausente, que expressam diferentes
padrdes de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana. Essas col6nias ocorrem naturalmente, no
curso de uma infeccdo e tém a habilidade de conversao para colonias de viruléncia e crescimento
habitual.

As cepas que compdem essas coldnias possuem fenotipos de pouca viruléncia (representada
pela menor expressédo toxinas e proteases) e sao particularmente adaptadas a persisténcia no meio
intracelular. Além disso, devido ao seu menor metabolismo e taxa de crescimento, liberam menos
produtos de turnover celular, como DNA e componentes da parede bacteriana — que sdo capazes
de ativar o sistema imune via receptores toll-like. Dessa maneira, localizadas intracelularmente e
sem causar apoptose da célula hospedeira, as bactérias ficam protegidas do sistema imune e podem
persistir de maneira assintomatica por longos periodos (40).

Outro mecanismo de persisténcia e escape do sistema imune é a localizago intracelular
facultativa. Algumas bactérias, incluindo o S. aureus, ja demostraram tal propriedade. A
localizag&o intracelular proporciona protecéo contra a resposta imune do hospedeiro e também das
drogas antimicrobianas. Além disso, localizada intracelularmente, a bactéria pode induzir efeitos
proinflamatorios e citotoxicos que levardo a destruicdo tissular, funcionando com uma porta de
entrada que vai permitir que a bactéria alcance estruturas mais profundas.

Considerando-se 0 aumento da incidéncia da EI no idoso, merece atencdo também o estudo

do imunosenescéncia. Essa é definida como o declinio que ocorre no sistema imune associado ao
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envelhecimento. Tal declinio ocorre tanto na funcdo imune celular quanto na humoral (41, 42).
Nesse sentido, foi demonstrado um estado pré-inflamatorio crénico que ocorre com
envelhecimento, representado pelo aumento da expresséo de interleucina (IL) 6, IL-1p e fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a), além da diminuicdo na funcdo dos neutréfilos e macrofagos.
Também ocorre um aumento da relagdo CD4/CD8 com a idade, devido a decréscimo do nimero
de linfocitos T CD8.

De maneira interessante, e particularmente relacionada a um dos principais agentes
etioldgicos da EI, Wenisch et al (43) mediram a capacidade de fagocitose dos neutréfilos, assim
como a producdo de espécies reativas de oxigénio em trés grupos etarios: 21 a 36, 38 a 56 e 62 a
83 anos. Demonstraram reducdo significativa, com a progressao da idade, na capacidade de
fagocitose de S. aureus, alem de menor producdo de espécies reativas de oxigénio apds estimulacédo

por S. aureus.

3.1.6 Quadro clinico

A atual apresentacéo clinica da El foi bem delineada no estudo de Murdoch et al (28), que
acompanhou uma coorte de 2781 pacientes com EI, admitidos em 58 hospitais de 25 paises, de
2000 a 2005 (incluindo oito centros do Brasil, Argentina e Chile, que constituiram 9,1% do total
de pacientes). Nesse estudo, a idade média dos pacientes foi de 57 anos, sendo que 68% da
populacdo incluida era composta de homens. A maioria (72%) das EIl ocorreram vélvulas nativas,
21% em valvulas protéticas e 7% envolveram um dispositivo cardiaco. S. aureus foi 0 agente mais
comum, sendo isolado em 31% dos casos. O acometimento valvar mais comum foi o da mitral
(41%) seguido da valva adrtica (37,6%). As comorbidades mais comuns foram diabetes mellitus
(16%), doenca renal cronica dialitica (8%), cancer (8%) e HIV/AIDS (2%).

Com relacdo a apresentacao clinica relatada nesse estudo (28), febre ocorreu em 80% dos
casos, novo sopro cardiaco em 48% e piora de um sopro existente em 20% dos casos. Outras
alteragcbes menos comuns incluiram: hematdria em 26% dos casos, esplenomegalia em 11%,
hemorragias ungueais em 8%, lesdo de Janeway em 5%, manchas de Roth em 5% e hemorragias

conjuntivais em 5%.
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Com relacéo as alteracdes laboratoriais, elevacdo da proteina C reativa (PCR) ocorreu em
62% dos casos, elevacdo da velocidade de hemossedimentacdo (VHS) em 61%, e fator reumatoide
elevado em 5% dos casos.

A combinacdo de ecocardiograma transtoracico e transesofagico demonstrou vegetacdo em

90% dos casos, regurgitacdes valvares em 60% e abscessos paravalvares em 20% dos casos.

3.1.7 Condigdes predisponentes

Doenca reumatica continua como uma condicdo predisponente central nos paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos. Estudo de 2005 sobre impacto global da febre reumatica
(44) estimou que 63% das EI em paises subdesenvolvidos sdo causadas doenca valvar reumatica.
Entretanto, no estudo de Murdoch et al (28), com aproximadamente trés mil pacientes, a condi¢ao
predisponente mais comum foi doenca valvar degenerativa, com pequena contribuicdo da
cardiopatia reumatica (3,3%), refletindo a baixa prevaléncia desta nos paises desenvolvidos.

Outra condicéo predisponente, que reflete o envelhecimento populacional e aumento dos
cuidados em salde, foi 0 uso mais frequente de acessos venosos e procedimentos invasivos.
Consequentemente, houve aumento das taxas de bacteremia por Staphylococcus - e logo da El
provocada por esse agente. Evidéncia desse aumento da incidéncia de bacteremias por Gram
positivos vem do trabalho de Martin (45), que avaliou a epidemiologia da sepse em mais de 10
milhdes de casos, nos Estados Unidos, num periodo de 22 anos (de 1979 a 2000). A taxa de sepse
por Gram positivo aumentou 26% ao ano, ultrapassando o nimero de casos de sepse por Gram
negativo a partir de 1987.

A iss0, soma-se aumento do nimero de trocas valvares e uso de dispositivos cardiacos como
marcapassos, cardiodesfibriladores implantaveis, e ressincronizadores cardiacos — outros fatores
ligados a aumento da ocorréncia de El por Staphylococcus.

Fowler et al (46), a partir de dados de uma colaboracgdo internacional para estudo da
endocardite, publicaram artigo intitulado “Endocardite infecciosa por Staphylococcus aureus: uma
consequéncia do progresso médico”. Nesse trabalho, foram avaliados 1779 casos de El definida,
sendo que destes, 558 (31%) foram causadas por S. aureus. Os pacientes com EI causada por S.
aureus, quando comparados com EI por outros agentes, haviam sido submetidos a maior nimero

de procedimentos invasivos previamente (23% vs. 16%), requeriam didlise com mais frequéncia
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(14% vs 6%), tinham mais diabetes (19% vs 14%) ou tinham cateter intravascular como provavel
foco da EI de maneira mais frequente (28% vs 9%). Outro dado interessante foi a alta prevaléncia
(27,4%) de pacientes com EI por S. aureus meticilina resistente (MRSA). Nesse estudo (Fowler et

al), a proporcéo de MRSA entre 0s 24 casos provenientes do Brasil foi ainda maior: 37,5%.

3.1.8 Diagnostico

O diagndstico da EI é feito a partir da analise conjunta de fatores clinicos, laboratoriais e
ecocardiograficos. Em 1994, com base no acompanhamento de 353 paciente, Durack e
colaboradores da Universidade de Duke propuseram critérios diagndsticos para classificar os
pacientes com suspeita de El em 3 grupos: definitiva, possivel e rejeitada (47). A classificacdo em
cada um desses grupos se baseou na presenca de dois critérios maiores e seis critérios menores. Os
critérios maiores foram achados tipicos ao ecocardiograma e/ou hemocultura e os menores foram:
condicdo predisponente, febre, fendmenos vasculares, fendmenos imunoldgicos e achados
sugestivos ao ecocardiograma e a hemocultura.

O diagnostico de EI definitiva pode se dar pelo critério patolégico ou clinico. O critério
patoldgico € definido como a demonstracdo do microrganismo por cultura ou andlise
histopatoldgica da vegetacdo (valvar ou apds embolizacdo sistémica) ou abscesso cardiaco. O
critério clinico vai envolver a caracterizacdo dos critérios maiores e menores, mencionados
anteriormente.

Vaérios estudos posteriores validaram tais critérios, e também demonstraram uma boa
concordancia entre examinadores (72 a 90%) (48). Como exemplo de trabalho que estudou o
desempenho dos Critérios de Duke, Habib et al (49) avaliaram 93 casos de EI comprovada por
avaliacdo histopatoldgica. Considerando os casos classificados como definitivos, encontrou uma
sensibilidade de 76% (49). Outro estudo com 143 pacientes, encontrou alta especificidade para os
critérios de Duke (88 a 97%) (50).

Entretanto, com o melhor entendimento da doenca, mudangas epidemiologicas e pratica
na aplicacdo desses critérios, alguns problemas foram demonstrados. Como exemplo, na
publicacdo original, as bacteremias por S aureus e Enterococcus s6 eram consideradas critérios
maiores se fossem adquiridas na comunidade. Outra mudanca foi melhor definicdo dos critérios

soroldgicos, que sdo importantes nos casos de isolamento de germes com crescimento lento em
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hemoculturas habituais (Brucella spp) ou que requerem meios especiais (Bartonella spp,
Legionella spp, Tropheryma whipplei e Coxiella burnetti, agente da febre Q). No critério original,
sorologia positiva para Febre Q era considerada um critério menor, o que classificava muitos casos
confirmados em analise histopatoldgica como EI possivel (e ndo definitiva) (48).

Partindo da anélise dos dados da prépria Universidade de Duke (mais de 800 casos de El
definitiva ou possivel desde 1984), da experiéncia clinica na aplica¢do do critério original, Li e
colaboradores propuseram em 2000 os critérios de Duke modificados (51). Esses séo apresentados

nos quadros 2 e 3.

Quadro 2:

Classificacéo dos casos de endocardite infecciosa em definitivos, possiveis ou rejeitados,

de acordo com os critérios de Duke modificados

ENDOCARDITE INFECCIOSA DEFINITVA:
Critérios patol6gico
(1) Microrganismo demonstrado por cultura ou analise histoldgica da vegetacdo valvar, de uma
vegetagdo que foi embolizada, ou de um abcesso intracardiaco
(2) Lesbes patologicas: andlise histolégica uma de uma vegetagdo ou abcesso intracardiaco que
demonstra endocardite ativa
Critério clinico
(1) 2 critérios maiores, ou
(2) 1 critério maior e 3 critérios menores, ou
(3) 5 critérios menores
ENDOCARDITE INFECCIOSA POSSIVEL
(1) 1 critério maior e 1 critério menor, ou
(2) 3 critérios menores
ENDOCARDITE INFECCIOSA REJEITADA
(1) Diagnéstico alternativo claro
(2) Resolugdo dos sinais e sintomas sugestivos de endocardite com tempo de antibioticoterapia menor ou
igual a 4 dias
(3) Auséncia de evidéncia patolégica de endocardite infecciosa em pega cirlrgica ou autopsia, com tempo
de antibidtico menor ou igual a 4 dias

(4) Nao preenche os critérios para endocardite possivel, como acima expostos

Adaptado de Li, J.S., et al., Proposed modifications to the Duke criteria for the diagnosis of infective

endocarditis. Clinical Infectious Diseases, 2000.
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Quadro 3:

Definicdes dos critérios maiores e menores utilizados nos critérios de Duke

modificados

CRITERIOS MAIORES:

Hemocultura positiva para endocardite infecciosa
o  Microrganismos tipicos consistentes com El, em duas hemoculturas:
Streptococcus do grupo viridans, Streptococcus bovis, Staphylococcus aureus, grupo HACEK
(Haemophilus spp, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens e Kingella kingae), ou Enterococcus spp adquirido na comunidade, na
auséncia de um foco primario
o Outros microrganismos consistentes com EI, isolados em hemoculturas persistentemente
positivas, definidas como:
(1) Pelo menos duas hemoculturas positivas, de amostras coletadas com pelo menos 12 horas
de diferenca, ou
(2) Positividade em todas de 3 ou na maioria de 4, com o intervalo entre a primeira e a tltima
coleta maior que 1 hora, ou
(3) Hemocultura Gnica para Coxiella burnetti ou titulo de anticorpos 1gG antifase | > 1: 800
Evidéncia de envolvimento cardiaco
o Massa intracardiaca oscilante aderida a valvula ou suas estruturas de suporte, assim como em
material implantado
o Abcesso
o Nova deiscéncia de uma valvula protética

o Nova regurgitacéo valvar (piora ou mudanga de um sopro prévio néo é suficiente)

CRITERIOS MENORES:

Condigdo cardiaca predisponente ou usuério de drogas injetaveis
Febre (temperatura acima de 38°)
Fendmeno vascular
o Fendmenos embolicos arteriais maiores, infartos pulmonares sépticos, aneurisma micotico,
hemorragia intracraniana, hemorragias conjuntivais, lesdes de Janeway
Fendmeno imunoldgico
o Glomerulonefrite, n6dulos de Osler, manchas de Roth, fator reumatéide positivo
Evidéncia microbiol6gica: hemocultura positiva, porém ndo preenche um critério maior (ndo considera
hemocultura Gnica para Staphylococcus coagulase negativo ou microrganismos que nao causam

endocardite)
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Adaptado de Li, J.S., et al., Proposed modifications to the Duke criteria for the diagnosis of infective

endocarditis. Clinical Infectious Diseases, 2000.

As principais atualizacGes dos critérios de Duke modificados, em compara¢do ao
original, foram: (1) incorporacdo de titulo de anticorpo IgG antifase 1 > 1: 800 ou uma
hemocultura Unica para Coxiella burnetti como critério maior (2) a categoria El possivel, antes
definida como casos que ndo eram classificados como EI definitiva ou rejeitada, agora sdo
definidos como aqueles que apresentam pelo menos 1 critério maior e 1 critério menor ou 3
critérios menores (3) o critério menor “achados ecocardiograficos consistentes com EI, mas que
ndo preenchem critério maior” foi eliminado (4) Bacteremia por S aureus foi considerada como
critério maior, independente da fonte da bacteremia.

A sensibilidade dos critérios de Duke varia de acordo com a populacao avaliada. Estudo da
Romeénia, com 241 pacientes com suspeita de El, encontrou-se uma sensibilidade de 63%. Essa
menor sensibilidade (em comparacdo com 80% encontrada em outros estudos) foi atribuida a
grande proporcao de EI com culturas negativas — que nesse estudo representaram 60% dos casos
(36).

Propostas para futuras mudancas nos Diagnosticos de Duke Modificados incluem testes
soroldgicos para outros organismos de dificil isolamento em hemocultura, como Bartonella spp e
Chlamydia spp (que no momento sao limitados pelo grande nimero de reacdes cruzadas) e testes
baseados em amplificacdo do DNA, como reagdo em cadeia da polimerase (do em inglés
Polymerase Chain Reaction). Esses Ultimos tém sensibilidade limitada, a menos que o material
examinado seja tecido valvar cardiaco. Outros achados significativos na pratica clinica e ainda ndo
incorporados aos critérios menores incluem: PCR (proteina C reativa), esplenomegalia, hematdria
microscopica e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e baqueteamento digital de inicio
recente. Em um estudo de 100 casos com EI de valvula nativa confirmada por exame
anatomopatologico, a inclusdo desses pardmetros levou a uma reclassificagdo para El definitiva
em 10% dos casos, sem perda da especificidade (48).

Reforcando a ideia que critérios diagnosticos estdo sempre em evolucdo, a Diretriz de 2015
da Sociedade Europeia de Cardiologia no Manejo da Endocardite Infecciosa (52) propds as
seguintes modificacbes (1) considera a identificacdo de lesdes paravalvares pela tomografia

cardiaca como um critério maior (2) eventos isquémicos assintomaticos (cerebrais ou esplénicos),
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identificados por exames de imagem, ou aneurismas infecciosos, podem ser considerados um
critério menor (3) Na suspeita de EI de prétese cardiaca de dificil diagndstico, ap6s avaliacdo
convencional, atividade inflamatdria anormal no local de implantacéo valvar (mais de 3 meses apds
cirurgia de implante) detectadas por tomografia de emissao de foton tnico (do inglés, single-photon
emission CT — SPECT/CT) ou pelo PET/CT (tomografia por emissdo de positron) podem ser
consideradas um diagnostico maior.

Concluindo, como a EI € uma doenca heterogénea, com alta variabilidade de apresentacao
clinica, o uso de critérios nunca sera totalmente satisfatério. Logo, o julgamento clinico deve ser

sempre considerado.

3.1.9 Complicacdes e mortalidade

Complicacdes cerebrovasculares estdo entre as mais frequentes e devastadoras
complicacdes da EI. Incluem, entre outros, o acidente vascular cerebral (AVC) isquémico e
hemorréagico. Revisdo sistemética feita pelo GBD (Global Burden of Disease, Injuries, and Risk
Factors) study (26) encontrou uma incidéncia global de AVC de 14,5% nos pacientes
hospitalizados, sendo que a taxa mais alta foi reportada na América do Sul (19%).

Estudo de Champey et al (53) comparou o uso de tomografia computadorizada (TC) de
cranio com a ressonancia magnética (RM) em 62 pacientes com El, submetidos a imagem cerebral
em até trés semanas do diagndstico. Vinte (32%) tinham sintomas neurolégicos. A TC demonstrou
sinais patologicos em 49% dos pacientes, enquanto 74% das ressonancias magnéticas (RM)
cerebrais demonstraram anormalidades. As anormalidades mais comumente encontradas na RM
foram: isquemia (48%), pequenos sangramentos (34%), hemorragias (16%), abscesso (9%) e
aneurisma micatico (4%).

Sonneville et al (54) estudaram 198 pacientes internados em terapia intensiva com EI com
acometimento das valvas cardiacas esquerdas. Destes, 55% desenvolveram evento neuroldgico,
incluindo AVC isquémico (39%), AVC hemorragico (26%), meningite ou reacdo meningea (20%),
abscesso cerebral (7%), e aneurisma micotico (5%). Tais eventos contribuiram para uma morbidade
significativa, com menos de 1/3 dos pacientes retornando a independéncia funcional.

Mesmo com os avancos nos métodos diagndsticos e na abordagem terapéutica da El, a

mortalidade em um ano n&o se alterou — aproximadamente um em cada quatro pacientes com El
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ndo sobreviverd. A mortalidade varia de acordo com o subgrupo de pacientes estudados, variando
de 10% nos pacientes com El com acometimento das valvas cardiacas direitas a 40% naqueles com
El em prétese causada por Staphylococcus aureus.

Essa alta mortalidade € encontrada em nosso meio. Estudo conduzido no Hospital das
Clinicas da UFMG revelou mortalidade intra-hospitalar de 31% (1). No estudo do GBD,
mortalidade global encontrada foi de 20% (26).

3.1.10 Tratamento

As evidéncias para o tratamento da EI ainda sdo derivadas predominantemente de estudos
observacionais prospectivos, e ndo de ensaios clinicos randomizados. Para receberam tratamento
adequado, os pacientes com EI requerem abordagem répida, coordenada e multidisciplinar. Entre
os especialistas se incluem: o cardiologista, cirurgido cardiaco, infectologista, neurologista, além
de outras especialidades e areas do cuidado. Como ja mencionado (25), o estabelecimento de uma
equipe multidisciplinar bem estruturada, capaz de oferecer cuidado coordenado e baseado nas
melhores evidéncias levou a uma diminuicdo importante da mortalidade por EI em um ano, de 18,5
para 8,2%.

A erradicacdo do agente causador é fundamental para o tratamento, o que requer uso
prolongado de antibidticos. Esse tempo varia de duas semanas para El causada por Streptococcus
susceptivel a penicilina, tratado com uma combinacdo de betalactamico e aminoglicosideo a seis
semanas para a El causada por Enterococcus spp. A maioria dos casos de El causados por
Staphylococcus recebe quatro semanas de antibioticoterapia. Maior detalhamento do esquema
antimicrobiano indicado de acordo com cada situacdo, assim como seu tempo de uso, estdo
apresentados nas diretrizes da Sociedade Americana de Cardiologia, de 2015 (55), assim como na
diretriz da Sociedade Europeia de Cardiologia, também de 2015 (52).

A cirurgia cardiaca é necessaria em grande parte dos casos, seja como adjunta na remocao
do material infectado nos casos de EI sem resposta ao tratamento clinico, ou no controle de foco
no caso de uma El complicada com um abscesso. Outras indica¢6es incluem as disfungdes valvares
agudas que geram repercussdo hemodinamica e provocam insuficiéncia cardiaca e a profilaxia de

eventos embdlicos.
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A proporcéo de pacientes que requerem tratamento cirdrgico também foi estudada revisao
sistematica feita pelo estudo do GBD (26). A proporcéo global de pacientes que requerem cirurgia
foi de 32%, com uma ampla variacao regional: variando de 12% no sul da Asia, 31% na América

do Norte a 75% no leste europeu. Na América Latina, essa proporc¢éo foi de 41%.
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3.2 BIOMARCADORES NA ENDOCARDITE INFECCIOSA

3.2.1 Importancia e biomarcadores estudados

Biomarcadores podem ser muito Gteis no manejo da EI. Como exemplo, eles podem auxiliar
nos casos de EI com diagnostico dificil — o que ndo se constitui situacdo rara na pratica clinica.
Como mencionado em sessdo dedicada, nos critérios de Duke modificados (51), o estabelecimento
de El definida vai depender principalmente da presenca de critérios maiores — digam-se, achados
tipicos na hemocultura ou ao ecocardiograma.

Como mostrado, as hemoculturas podem ser negativas em grande parte dos casos (chegando
a 60%), o que pode tornar o diagnostico de EI desafiador. Em outros casos, pacientes com
bacteremia podem ndo ter achados tipicos ao ecocardiograma. A auséncia de achados
caracteristicos ao ecocardiograma transesofagico tem um importante impacto no diagnostico da EI.
Esse exame tem um alto valor preditivo negativo, variando de 86 a 97% (56). Porém, fatores como
tamanho da vegetacdo, presenca de doenca valvar de base (degeneracdo mixomatosa e
calcificagdes), presenca de prétese valvar e fase evolutiva da doenga podem limitar a acuracia do
ecocardiograma. Em um estudo, cinco de 65 pacientes (7,6%) que tiveram ecocardiograma
transesofagico inicialmente negativo foram posteriormente diagnosticados com EIl. Em trés destes,
repeticdo do ecocardiograma transesofagico ap6s uma semana demonstrou presenca de vegetacao.

Assim, a presenca de um biomarcador que possa auxiliar no diagnostico — especialmente
nos casos com resultados negativos ao ecocardiograma e hemocultura - teriam grande valor na
tomada de conduta apropriada, com impacto no prognéstico do paciente. Outra funcdo dos
biomarcadores seria a identificagdo precoce dos casos com alta probabilidade de desfecho
desfavoravel — necessidade de cirurgia, insuficiéncia cardiaca e morte.

Antes de explorar o estudo das microparticulas derivadas de células como biomarcadores
na El, vale uma pequena mencao sobre outros biomarcadores ja estudados nessa condigdo. Em uma
revisao sistematica, Snipsegyr et al (57) encontraram 256 trabalhos que avaliaram biomarcadores
na El. Selecionando os estudos com delineamento e grupo controle adequados, chegaram a 18
trabalhos, com os seguintes biomarcadores: PCR, procalcitonina, peptideo natriurético cerebral
(BNP), troponina, cistatina C, proteina ligadora de lipopolissacarideo, proteinas ligadoras de calcio

S100A11, moléculas de adesdo e citocinas.
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Os achados asssociados a cada um desses biomarcadores sdo resumidos no quadro 3. Os

estudos serdo melhor detalhados no texto.

Quadro 4 : Biomarcadores estudados na Endocardite Infecciosa

Biomarcador Caracteristica Referéncia
Néo foi capaz de distinguir EI de outras infec¢cdes bacterianas
N&o pode ser usada como ferramenta rule in ou rule out no
Procalcitonina diagndstico de El Yuetal., 2013
Valores aumentados na El por S aureus, quando comparada a El
por S viridans ou Staphylococcus coagulase negativo
Valores elevados associados a maior ocorréncia de desfecho Shiue et al.,
BNP combinado (mortalidade hospitalar, abcesso perivalvar e 2010
ocorréncia de evento neuroldgico)
Niveis elevados relacionados a cirurgia precoce ou mortalidade Purcell et al.,
NT-proBNP ) gap
hospitalar 2008
Elevagdo associada a maior ocorréncia de morte, abscesso Purcell et al.,
perivalvar e eventos do sistema nervoso central 2008
Troponina

Analise conjunta
do NT-proBNP e
troponina

Cistatina C

Proteina ligadora
de
lipopolissacarideo

Proteinas
ligadoras de célcio
S100A11

Moléculas de
adesao

Citocinas

Nivel em 15 dias relacionado a mortalidade

NT-proBNP (<1500 pg/mL) e troponina | <0,03 ng/ml —
indicador de bom progndstico (ndo evolugédo para 6bito ou
necessidade cirurgica)

Nivel com duas semanas de tratamento associada com
mortalidade em 90 dias e 5 anos

Sensibilidade de 96,7% e especificadade de 87,5% para o
diagnostico de El, desempenho semelhante ao da PCR (ambos
comparados a um controle saudavel)

Expressdo significativamente aumentada em pacientes com El,
quando comparados aos pacientes com El descartada e controles
saudaveis

E-selectina e VCAM-1 foram significativamente elevadas na El
por S aureus, se comparada a bacteremia por S aureus

IL-1B, TNF-a e IL-12 significativamente elevados nos pacientes
com El, quando comparados a outras infec¢des que ndo El

Bjurman et al.,
2012

Kahveci et al.,
2007

Bjurman et al.,
2012

Vollmer et al.,
2009

Thuny et al.,
2012

Sdderquist et
al., 1999

Araujo et al.,
2015
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El causada por Staphylococcus spp tiveram niveis
significativamente mais elevados de TNF-o e IL-12, quando
comparados a causada por outros agentes bacterianos

IL-8 mais elevada nos pacientes que faleceram

IL-12 relacionada ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca

IL-6 significativamente elevada nos pacientes com El, quando Rawczynska-

comparadas a outras infec¢fes bacterianas Englert et al.,
2000

Queda de IL-6 no decorrer do tratamento

Nivel IL-6 em 15 dias relacionado a mortalidade Bjurman et al.,
2012

3.2.2 Procalcitonina e Proteina C Reativa (PCR)

Procalcitonina é o precursor da calcitonina que é secretada em condi¢Ges normais pelas
células C da tiredide e células K do pulmdo. Em individuos saudaveis, procalcitonina é
normalmente indetectavel (<0,01 ng/ml). Quando estimulada por endotoxina, pode ser produzida
em varios outros tecidos, sem resposta apreciavel ao estimulo por uma inflamacéo estéril ou
infeccdo viral (58).

Poderia um determinado valor de procalcitonina diferenciar EI de pacientes com sepse de
outra origem? Metanalise de 2013 (58) demonstrou que ndo existe um valor de procalcitonina capaz
de diferenciar, de maneira segura, pacientes com EI daqueles com outras infec¢fes bacterianas.
Procalcitonia negativa também ndo é capaz de excluir EI em um paciente. Nesse sentido, a
procalcitonina teve um desempenho igual ou inferior ao da proteina C reativa, respectivamente:
area sob a curva ROC (AUC) 0,71 vs. 0,80; sensibilidade 0,64 vs. 0,75; especificidade 0,73 vs.
0,73. Logo, as evidéncias atuais ndo d&o suporte ao clinico no uso da PCR ou da procalcitonina

como uma ferramenta rule in ou rule out no diagndstico da EI.

3.2.3 BNP, NT-proBNP e troponina

O pro-peptideo natriurético cerebral (proBNP) pode ser clivado em duas porgdes terminais
N e C, originando NT-proBNP e BNP, respectivamente. Niveis elevados de NT-proBNP e BNP
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estdo relacionados a aumento da sobrecarga cardiaca e distensao ventricular. O NT-proBNP parece
ter valor progndstico na EI. Em trabalho (59) com 45 pacientes com El definitiva, os valores médios
de NT-proBNP encontrados a admissdo (4133 pg/ml) foram mais elevados do que aqueles
encontrados em outros trabalhos que estudaram sepse grave (1677 pg/ml), insuficiéncia cardiaca
grave (1767 pg/ml) ou sindrome coronariana aguda (669 pg/ml). Pacientes que necessitaram de
cirurgia precoce ou que morreram durante internacéo tiveram niveis significativamente mais altos
de NT-proBNP, quando comparados aqueles que néo tiveram tais desfechos.

Shiue et al (60) examinaram os niveis de BNP em 45 pacientes com EI. O desfecho primario
foi composto por mortalidade hospitalar, abscesso perivalvar e ocorréncia de evento neuroldgico.
Valores de BNP superiores a 400 pg/ml foram considerados alterados, o que ocorreu em 71% dos
pacientes. No grupo com BNP alterado, a ocorréncia do desfecho primario foi quatro vezes maior
(63% vs 15%, p < 0,01). O valor médio do BNP foi de 2.150 pg/ml naqueles que morreram durante
internacédo, sendo de 628 pg/ml nos sobreviventes (p = 0,04).

Troponinas sdo biomarcadores liberadas pelo midcito em situagdes de dano miocardico. A
troponina | (Tnl) também demonstrou valor progndstico na EIl. Purcell et al (61) mensuraram
troponina | em 51 pacientes com El, sendo que valores superiores a 0,1 mg/dl foram considerados
alterados — 0 que ocorreu em 65% dos pacientes. Pacientes com troponina | alterada tiveram maior
ocorréncia de morte, abscesso perivalvar e eventos do sistema nervoso central, quando comparados
aos pacientes sem elevacdo da troponina. No trabalho de Kahveci et al (59), 27 pacientes (71%)
tiverem niveis de Tnl detectaveis (considerando-se o valor de corte de 0.03 ng/ml). O desfecho
primario (composto por mortalidade hospitalar e necessidade de cirurgia) ocorreu em 81% dos
pacientes com troponina positiva vs. 45% dos pacientes com troponina negativa (p = 0,004).

Trabalhos também avaliaram a dosagem conjunta da troponina e do BNP ou NT-proBNP
— 0 que demonstrou um ganho na capacidade progndstica. No trabalho de Kahveci et al (59),
pacientes com NT-proBNP (<1500 pg/mL) e com troponina | <0,03 ng/mL n&o registraram
ocorréncia mortalidade hospitalar ou necessidade de cirurgia. De maneira semelhante, no trabalho
de Shiue et al (60) pacientes com elevagdo de ambos os marcadores (BNP e troponina I) tiveram
maior proporg¢do do desfecho primério (mortalidade hospitalar, abscesso perivalvar e ocorréncia de
evento neurologico) - 69% - em comparagdo aqueles com elevacgdo de apenas um dos marcados

(29%) ou nenhum dos marcadores (0%).
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3.2.4 Cistatina C

Cistatina C é uma proteina com massa molecular de 13.359 Da, composta por 120
aminodcidos, que atua como um potente inibidor de proteases cisteinicas. E produzida num ritmo
constante por todas as células nucleadas e livremente filtrada pelos glomérulos (em virtude de seu
baixo peso molecular em combinacdo com uma carga elétrica positiva). Sua concentracdo sérica
independe da idade, sexo, dieta, massa muscular e peso corporal. Por isso, é considerada um
marcador de funcédo renal mais acurado que a creatinina.

AlteracGes da cistatina C e sua relagdo prognostica foram estudadas em trabalho (62) que
coletou amostrou amostras de 125 pacientes com EI definida, a admisséo e duas semanas apds. O
nivel de cistatina C a admissao foi associada com mortalidade em 90 dias (OR 5,7 IC95% 2,2-
14,7, p <0,0001) e em cinco anos (OR 7,1, IC 95% 2,6-19,5, p < 0,0001).

De maneira interessante, o estudo mencionado acima analisou outros biomarcadores, como
PCR,NT-proBNP, troponina T (TnT) e IL-6, além de variaveis clinicas (idade, hipertenséo arterial)
e achados ecocardiograficos (a presenca de regurgitacdo mitral em qualquer grau). Encontraram
que os niveis de PCR, IL-6 e TnT com duas semanas de tratamento — mas nao os valores da
admisséo — foram relacionados a mortalidade em cinco anos. Logo, os autores concluem que a
resposta ao tratamento (analisada em 15 dias) € de maior importancia prognéstica do que as

alteracdes a admisséo.

3.2.5 Proteina ligadora de lipopolissacarideo (LBP)

Proteina ligadora de lipopolissacarideo (do inglés lipopolysaccharide-binding protein —
LBP) é uma proteina glicada produzida predominantemente pelos hepatécitos. Ela é liberada na
corrente sanguinea como um reagente de fase aguda, tendo uma alta afinidade pelo
lipopolissacarideo e outros componentes da superficie bacteriana, sendo estudada como um novo
marcador para infeccdo bacteriana.

Vollmer et al (63) avaliaram os valores de LBP e PCR em 57 pacientes com EI definida, e
0s comparou com 40 pacientes com doencas cardiacas valvares e 55 sujeitos saudaveis. Os valores
médios da LBP encontrados nos pacientes com El (33,41 mg/L) foram significativamente

aumentados em relacdo aos pacientes com doencas valvares (6,67mg/L) e individuos saudaveis
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(5,61 mg/L). A LBP teve sensibilidade de 96,7% (95% IC 92,2%-100%) e especificadade de 87,5%
(IC 95%, 77,3%-97,7%) para o diagnostico de EIl, considerando a populacdo estudada. Tal
resultado foi semelhante aquele encontrada para PCR — 95% (95% IC 89,5%-100%) e 87,5% (95%
IC 77,3%-97,7%). O uso de LBP e PCR — separados ou em combinacdo — ndo alterou a

performance diagnostica.

3.2.6 Proteinas ligadoras de calcio S100A11

Proteinas ligadoras de calcio S100 A1l sdo membros da familia das proteinas S100, que
sdo localizadas no citoplasma ou no ndcleo de uma grande variedade de células. Tais proteinas
estdo envolvidas na endocitose, exocitose, regulacdo enzimatica, crescimento celular, apoptose e
inflamacéo.

Thuny et al (64) avaliaram o perfil da transcricdo génica em 39 pacientes com El,
comparando-o0s com aquele de 10 pacientes com doenca valvar cardiaca com suspeita inicial de El
(por febre ou novas anormalidades detectadas ao ecocardiograma) posteriormente excluida e de 10
pacientes saudaveis. O método utilizado foi a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os
pacientes com EI tiveram expressao significativamente aumentada do gene S100A11, quando
comparados aos pacientes com El descartada (p< 0,05) e controles saudaveis (p< 0,001). Essa
transcricdo aumentada se refletiu também na mensuracéo sérica da proteina, medida por ELISA
(do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Niveis de S100A11 foram significativamente
maiores nos pacientes com El, comparando-se aos dos pacientes com suspeita de EI (5,0 ng/ml vs.
2,1 ng/ml, p < 0,05). Adicionalmente, foi demonstrado que a transcri¢do génica da S100A11 foi

significativamente maior na EI por S. aureus quando comparada a El causada por Streptococcus

SPp.

3.2.7 Moléculas de adesdo

A ativacdo endotelial que ocorre nos diversos processos infecciosos, incluindo na El, pode
ser avaliada por meio das moléculas de adesdo, entre elas a E-selectina, ICAM-1 (do inglés,
Intercellular Adhesion Molecule 1) e VCAM-1 (do inglés, vascular cell adhesion molecule 1). Em
um contexto de ativacdo endotelial, tais moléculas tém sua expressédo aumentada e sdo liberadas na

circulacéo (65).
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Soderquist et al (65) avaliaram se pacientes com EI causada por S. aureus tinham perfil de
ativacdo endotelial diferente daquele de pacientes com bacteremia por S. aureus (porém sem
critérios para EIl). Para isso, analisaram moléculas de adesdo em 50 pacientes com bacteremia por
S. aureus, e em 15 pacientes com El causada por S. aureus. Controle foi composto por 80
individuos saudaveis. Pacientes com El, quando comparados aqueles com bacteremia, tiveram
niveis significativamente aumentados de E-selectina (156 ng/ml vs. 80 ng/ml, p = 0,01) e de
VCAM-1 (1.745 ng/ml vs.1.172 ng/ml, p = 0,003). N&o houve diferenca significativa para o ICAM-

1. Tais marcadores ndo demonstram significado progndstico, considerando-se mortalidade.

3.2.8 Citocinas

O termo citocinas define um grande grupo de peptideos ndo enziméticos que atuam como
efetores da resposta imune e inflamatéria. Trabalho do grupo de estudo em Endocardite Infecciosa
do Hospital das Clinicas da UFMG (7) avaliou o perfil das citocinas na EI. Para isso, foram
avaliados 81 pacientes com EI, que foram comparados a dois grupos controle: 30 pacientes com
outras infeccbes que ndao El e 34 individuos saudaveis. Foram analisados os seguintes
biomarcadores: IL 1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-q.

Os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-12 foram significativamente elevados nos pacientes com
El, quando comparado ao grupo controle de paciente com infec¢do que néo El.

Também foram observadas variacdes de acordo com o agente etioldgico. Pacientes com El
causada por Staphylococcus spp tiveram niveis significativamente mais elevados de TNF-a e IL-
12 quando comparados aqueles de individuos com EI causada por outros agentes bacterianos. Com
relacdo a possiveis valores progndsticos das interleucinas, niveis de 1L-8 foram significativamente
mais elevados (p = 0,032) nos pacientes que faleceram. Niveis de IL-12 foram mais elevados nos
pacientes que desenvolveram insuficiéncia cardiaca (p = 0,003).

Rawczynska-Englert et al (66) também avaliaram o perfil das citocinas na El. Neste estudo,
niveis de IL-1a, IL-6 e TNF-o foram avaliados em 40 pacientes com EI. Os grupos controle foram:
15 pacientes com doenca valvar reumatica sem infeccdo subjacente e 15 pacientes com doenga
valvar reumatica e com infec¢do do trato urindrio. No grupo com El, niveis de IL-6 foram
significativamente elevados em todos os tempos medidos, quando comparados a ambos controles,

com queda gradual significativa observada no decorrer do tratamento. Os autores concluiram que
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niveis séricos elevados de IL-6 podem sugerir El e que seus valores podem ser usados de forma

complementar no diagndstico e monitorizagdo do tratamento.
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3.3 MICROPARTICULAS DERIVADAS DE CELULAS

3.3.1 Conceitos

Microparticulas (MPs) devem ser primeiramente compreendidas como um subgrupo dentro
de um conjunto maior — as vesiculas extracelulares. Vesiculas extracelulares sdo vesiculas
compostas de membrana celular liberadas por células de diferentes organismos: dos procariotas,
até eucariotas e células vegetais (14).

Corpos apoptéticos, exosomos e MPs compdem o grupo das vesiculas extracelulares (67).
Corpos apoptéticos sdo produzidos nos estagios mais tardios da apoptose celular. Tém um diametro
maior que as MPs (1 a 3 um), apesar de algumas poderem ser menores (0.5 pm). Do mesmo modo
que as MPs, estes também expressam fosfatidilserina na sua superficie, porém, de forma cléssica,
carregam DNA e histonas.

Exosomos sdo vesiculas de 30 a 100nm - logo possuem uma dimensdo inferior a das MPs
(habitualmente conceituados como entre 100 e 1000nm). Contudo, ndo existe um consenso dos
pontos de corte usados na diferenciag@o entre exosomos e MPs, ocorrendo uma sobreposi¢éo de
valores. Exosomos sdo compostos por uma membrana fosfolipidica contendo altos niveis de
colesterol, esfingomielina, sendo que as proteinas de membrana conservam a orientacdo da
membrana celular. Usualmente, seu isolamento requer ultracentrifugacéo (100,000 a 200,000 x g)
—em velocidades maiores que a utilizadas no isolamento das MPs.

MPs e exosomos também se diferenciam pela via de formacéo: enquanto MPs se originam
(“brotam”) da membrana celular, a principal forma de liberacdo dos exosomos é como um produto
final da via de reciclagem endocitica. A pesquisa em vesiculas extracelulares ainda ndo se
desenvolveu ao ponto de isolar marcadores especificos que possam diferenciar entre os subtipos
de vesiculas extracelulares de acordo com seu modo de formagdo, diferenciando vesiculas
originadas diretamente da membrana daquelas advindas de compartimentos de endossomos (68).

Pesquisadores empregaram diferentes conceitos para definir e classificar as vesiculas
extracelulares. Por exemplo, o termo microvesicula é usado com sinénimo de microparticula, ou
de maneira diferente, utilizado de maneira a englobar exosomos e MPs (16).

Em 2012, ocorreu o primeiro encontro internacional da Sociedade de Vesiculas

Extracelulares, no qual houve uma sesséo dedicada a nomenclatura e definicbes. N&o houve a
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elaboracdo de um consenso internacional quanto a definicdo das vesiculas extracelulares. O motivo
para essa auséncia de consenso foram o grande nimero de defini¢des empregadas e o desejo de
preservar a liberdade de producéo cientifica. Os membros dessa sesséo escreveram posteriormente
um editorial (69), com as seguintes recomendacdes: (1) os autores de trabalhos cientificos devem
escolher suas definicdes de maneira clara, com argumentos logicos, e aplica-las de maneira
consistente no decorrer do trabalho (2) autores devem descrever seus métodos de obtencdo e
processamentos das amostras para obtencdo das vesiculas extracelulares (3) revisores e editores
devem respeitar a escolha da nomenclatura utilizada, desde que empregada de maneira adequada
(4) o termo vesicula extracelular deve ser utilizado como um termo genérico para as vesiculas

secretadas, e deve ser listar entre as palavras-chave. (69)

3.3.2 Origens, caracterizacdo e biodistribuicéo.

MPs foram primeiramente descritas por Chargaff and Westem, em 1946, como um fator
capaz de promover o processo de coagulacdo (70). Em 1967, Wolf descreveu uma “poeira celular”
derivada de plaquetas, da ordem de 0.1 a 0.3 um, observada a microscopia eletrénica, também
citando propriedades procoagulantes (71). Em 2006, o interesse no estudo das MPs foi renovado
com a demonstracdo de que essas sdo capazes de carrear acido ribonucléico (RNA), atuando como
um novo mecanismo de comunicacao e reprogramacéo celular (72).

O numero de publicacbes sobre MPs cresce de maneira expressiva. O triénio 2005-2007
contou com menos de 10 trabalhos (considerando o termo MeSH “cell-derived microparticles” na
base MEDLINE). Em 2010, esse nimero saltou para cerca de 157 trabalhos, sendo que em 2016
foram 252 publicacdes.

MPs estdo presentes no sangue de pessoas sadias ou doentes. O conjunto das MPs
circulantes serdo uma mistura de vesiculas liberadas de células sanguineas e aquelas alojadas nos
vasos sanguineos. Elas também podem ser originadas de tumores e de células progenitoras sadias
na medula éssea. MPs sdo formadas a partir da membrana plasmatica da sua célula de origem. Essa
membrana protege o contetdo das MPs da a¢do de enzimas presentes no meio extracelular,
servindo como uma carreadora de informacéo fisiologica ou patoldgica (14).

Durante sua liberacdo, a distribuicdo assimétrica dos fosfolipidios entre as faces interna e

externa da membrana é perdida, resultando na exposi¢do de fosfolipidios. De maneira tipica, MPs
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expbem na sua membrana externa o fosfolipidio fosfatidilserina e carregam antigenos de membrana
que refletem sua célula de origem (73, 74).

Assim, as moléculas presentes na membrana das MPs vao servir como epitopos, que podem
ser identificados de acordo com os cluster of diferentiation (CD). Por exemplo, MPs positivas para
CDA41la seriam originadas de plaquetas, as derivadas de células endoteliais seriam identificadas pelo
CD31la+ CD4la- e aquelas originadas das hemécias pelo CD235a+ (75).

A liberacdo das MPs em resposta a diversos estimulos € um processo bem regulado. Trata-
se de resposta primitiva e compartilhada pelas células eucaridticas. Estimulos especificos para
formagé&o e liberacdo das MPs incluem: ativacdo por endotoxinas e/ou citocinas, lise completa ou
parcial pelo complemento, estresse oxidativo ou aumento das forgas de cisalhamento (76, 77)

A liberacdo das MPs aos estimulos envolve aumento do célcio intracelular, ativacdo de
proteinas conhecidas como floppase e flippase (responsaveis pela distribuicdo de proteinas na face
interna ou externa da membrana celular) e calpainas. As calpainas representam uma familia de
proteases ativadas pelo célcio. Elas tém papel central na formacao das MPs por meio da degradacédo
de proteinas do citoesqueleto (como talina e vinculina), permitindo a formacdo e liberacdo das MPs
na superficie celular. Além disso, as calpainas tem importante papel na resposta inflamatoria por
intermédio da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-Kb). Este fator nuclear, por sua vez, leva a
expressao de IL-6, IL-1 e TNF-a. As calpainas tém inibidores especificos, as calpastatinas (17).

Anélises protebmicas demonstram que 0 espectro de proteinas encontradas nas MPs €
influenciado pelo tipo de estimulo que causou a vesiculacéo celular (78). Logo, é importante ter
em mente que o conteudo, o tamanho e a composicao das vesiculas extracelulares sdo altamente
heterogéneos e dindmicos, dependendo da célula de origem, seu estado e das condi¢des ambientais
(72)

Todo liquido corporal que contenha células, tem o potencial de conter MPs. Assim, elas ja
foram descritas em varios fluidos corporais: liquido pleural, ascite, liquido amniético, saliva,
liquor, liquido sinovial, urina, lavado bronco alveolar, leite materno. Ja existem estudos que
utilizam o RNA presente nas MPs como biomarcadores em tumores urogenitais e tumores cerebrais
(78).

O nivel das MPs circulantes vai refletir o balanco entre sua liberagdo e depuracdo. Por sua
vez, a depuracdo vai depender da célula de origem e da capacidade de diferentes tipos celulares de

capturarem as MPs (14). Os poucos estudos realizados mostraram que a meia-vida das MPs é muito
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curta. Rank et al (79), avaliaram a depuracdo das MPs derivadas de plaquetas em humanos e
encontraram uma meia-vida de 5.8 horas. Willekens et al (80) demonstraram que exosomos
marcados derivados de eritrocitos administrados em ratos tiveram captacdo hepatica (45%), 6ssea
(22%), pele (10%) musculo (6%) e baco (4%), sendo que 90% foram eliminados da circulacéo apos
30min. Vesiculas marcadas foram internalizadas principalmente pelas células de Kupffer no
figado, e em grau menor por macréfagos do sistema mononuclear fagocitéario (80). Takahashi et
al estudaram (81), em modelo animal, a distribuicdo dos exosomos marcados derivados de células
de melanoma. Demonstraram uma meia vida curta — 2 minutos — com maioria da captacédo das MPs
sendo realizada no pulmdo e baco (81). Mais estudos sdo necessarios para uma melhor
compreenséo da biodistribui¢do das MPs.

De maneira a justificar a importancia do estudo das MPs e sua aplicabilidade no estudo da
El, é necessaria breve discussdo sobre o papel das MPs na coagulacao e trombose, na comunicacao

intercelular, na reposta imune, em individuos saudaveis e em condic@es patoldgicas.

3.3.4 Papel das microparticulas na coagulagédo e trombose

Entre as diversas funcdes bioldgicas ja demonstradas nas MPs, pode se dizer que a mais
estudada é sua capacidade prd-coagulante. Suas primeiras descricdes foram como fatores
coagulantes presentes no plasma, tanto em condic¢des saudaveis quanto em patoldgicas. Exemplo
disso é o estudo das MPs na sindrome de Scott — doenca com tendéncia hemorrégica devido a um
menor efeito pré-coagulante das plaquetas. A fisiopatologia dessa sindrome foi relacionada a uma
menor de liberacdo de MPs e menor exposi¢do de fosfatidilserina (14).

O papel pro-coagulante das MPs pode ser explicado pelos seguintes fatores (1)
proporcionam uma superficie de membrana para a montagem de componentes da cascata de
coagulagdo (2) presenca de fosfolipidios anidnicos, em especial a fostatidilserina (3) presenca de
fator tecidual, que é o maior ativador celular da cascata de coagulacéo (82)

Sinauridze et al (83) demostraram que a superficie externa de uma MP derivada de plaqueta
tem atividade pré-coagulante 50 a 100 maior que uma mesma area na superficie de uma plaqueta
ativada. Essa diferenca foi atribuida a maior concentracdo de fosfatidilserina, fator tecidual e

receptores dos complexos pro-coagulantes. Esse maior potencial pro-coagulante faz com que a
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atividade pré-coagulante de uma plaqueta isolada seja quase idéntica & de uma Unica
microparticula.

De forma interessante, foi demonstrado que MPs ricas em fosfatidilserina sdo produzidas
em quantidades apreciaveis no interior da placa aterosclerotica, sendo determinantes na atividade
do fator tecidual presente no nucleo lipidico da placa. Logo, a trombogenicidade de uma placa
aterosclerdtica na doenca arterial coronariana ja foi relacionada a quantidade de MPs (84).

Ziad Mallat et al (20) quantificaram o nivel de MPs circulantes de individuos com doenca
coronariana estavel, sindrome coronariana aguda e de pacientes controles admitidos por doenca
cardiaca ndo coronariana. MPs foram marcadas para anexina V (que se liga a fosfatidilserina) e
tiveram sua atividade pré-coagulante determinada através de ensaios de protrombinase. De forma
muito interessante, foi demonstrado que o nivel das MPs em 12 pacientes com doenca coronariana
estavel ndo foi diferente de outros 12 pacientes admitidos por doencas cardiacas ndo coronarianas.
Porém, o nivel de MPs estava significativamente mais alto naqueles 27 pacientes internados por
sindrome coronariana aguda, quando comparados aos dos pacientes com doenca coronariana
estavel ou sem doenca coronariana.

A doenca tromboembdlica é uma clara complicacdo do cancer — pacientes com cancer tém
uma taxa de eventos tromboembolicos 4 a 7 vezes maiores que a populacdo geral (85). As bases
moleculares responsaveis por tal relacdo continuam mal estabelecidas -e as MPs podem ter
importante papel nesse processo. Zwicker et al (19) avaliaram a presenca de MP contendo fator
tecidual em 96 pacientes com cancer de diferentes histologias. Destes, 30 pacientes tinham
histérico de neoplasia complicada com evento tromboembolico venoso e 60 pacientes tinham
cancer nao complicados com evento tromboembolico. Os grupos foram semelhantes quanto a
idade, sexo e estadio da doenca. Niveis elevados de MPs contendo fator tecidual foram associados
a ocorréncia de evento tromboembdlico Numa analise retrospectiva, pacientes com MPs contendo
fator tecidual tiveram, em um ano, taxa cumulativa de 34,8% de eventos tromboembdlicos contra
0% naqueles em que as MPs contendo fator tecidual ndo foram detectadas O nimero médio de
MPs contendo fator tecidual no grupo com evento tromboembdlico foi significativamente
aumentado em comparagdo ao grupo de cancer sem evento (p = 0,03).

Como ja relatado, a composi¢éo e a funcdo das MPs vao ser determinadas pelo tipo celular
e seu estado no momento da liberacdo. Nesse sentido, uma subpopulacéo de MPs pode ter um papel

anticoagulante. Explorando essa possibilidade, Aharon et al (23) avaliaram MPs presentes em 4
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grupos: (1) gestantes saudaveis (2) gestantes com complicagGes vasculares sem uso de heparina (3)
gestantes com complicagdes vasculares usando heparina de baixo peso molecular (4) ndo gestantes.
MPs marcadas para o Inibidor do Fator Tecidual foram significativamente diminuidas em todos 0s
grupos de gestantes, se comparadas as ndao gestantes. Logo, 0s autores postularam que essa menor
circulagdo de MPs contendo um fator anticoagulante pode estar relacionada ao estado pro-
trombotico observado na gravidez. Também foi demonstrado aumento significativo das MPs
contendo o inibidor do fator tecidual no grupo de gestantes tratadas com heparina, quando
comparado ao grupo de gestantes com complicacdes vasculares sem uso de heparina,
demonstrando uma influéncia do tratamento sobre o perfil das MPs.

Um efeito final anticoagulante também foi encontrado na trabalho de Berckmans et al (15).
Foram analisados 15 individuos saudaveis. Primeiramente se demonstrou que o plasma livre de
MPs (submetido a centrifugacdo em alta velocidade) perdeu a capacidade de formacéo de trombina
in vitro - o que foi revertido com a reintroducdo das MPs. Em seguida, demonstrou-se de maneira
intrigante que a capacidade de formacé&o de trombina teve uma relacéo inversa com o nimero total
de MPs. A explicacdo dos autores foi a de que, nos individuos saudaveis, pequenas quantidades de
trombina geradas pelas MPs teriam um efeito final anticoagulante devido a sua propriedade de

ativacdo da proteina C (que por sua vez vai levar a inativacdo do fator Va).

3.3.5 Papel das microparticulas na reprogramacao e comunicacao intercelular

Os mecanismos pelos quais as MPs efetuam comunicacdo e reprogramacédo celular sdo
variados. Receptores e ligantes expostos na membrana celular das MPs podem interagir com
células proximas, iniciando cascatas de sinalizacdo intracelular. Pode ocorrer a transferéncia de
receptores das MP para as células, mudando o fendtipo celular. Também ja foi demonstrado que
MPs podem transferir o receptor CCR5 para células, tornando essas susceptiveis a infeccéo pelo
HIV (86). A internalizacdo das MPs pode ocorrer por fagocitose ou fusdo das membranas celulares
(passo esse limitado pelo pH) (14).

Mecanismo intrigante de comunicagéo e reprogramacao celular se da pela transferéncia de
RNA via MPs. RNA extracelular existe em diferentes formas. Ele pode ser encontrado em
complexos proteicos, de forma livre circulante ou transportado (e “protegido” do meio extracelular)

através de vesiculas extracelulares (incluindo as MPs). Esse RNA inclui micro RNA (miRNA) e
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RNA mensageiro (RNAm). Enquanto o RNAm celular varia de 400 a 12.000 nucleotideos, RNA
isolado em vesiculas extracelulares tém predominantemente < 700 nucleotideos (14). Juntamente
com outras moléculas contidas nas MPs, esse RNA pode participar em processos de reprogramacao
celular e servirem como “assinaturas moleculares de doengas” (87).

Em contraste ao RNA, o estudo do DNA nas vesiculas extracelulares € menos explorado.
Ja foi demonstrado que células tumorais liberam MPs contém DNA, que refletem o status genético
do tumor, incluindo amplificacdo de oncogenes. Isso demonstra o potencial dessas vesiculas como

biomarcadores, porém seu significado fisioldgico ainda é pouco estudado (14).

3.3.6 Papel das microparticulas na reposta imune

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa dos vertebrados contra infec¢do. MPs
tém sido demonstradas como mensageiras paracrinas nesse processo. Em sua maioria, os trabalhos
atribuem as MPs propriedades de mediadores pro-inflamatérios (14). MPs derivadas de
macréfagos ativados sdo capazes de transportar interleucinas (incluindo IL-1B, IL-1a, TNFa,
TGEp) e ligantes endogenos pré-inflamatorios. Sarkar et al (88) demonstraram que MPs liberadas
por monadcitos ativados por endotoxina, contendo caspase-1, foram capazes de induzir apoptose
em células musculares lisas. Também foi demonstrado que MPs liberadas por macrofagos foram
capazes de induzir a diferenciacdo de mondcitos através da transferéncia de RNA (89).

Walters et al (90) demonstram que macréfagos expostos a MPs derivadas de macréfagos
infectados com Mycobacterium tuberculosis secretaram citocinas pro-infamatérias que levaram ao
recrutamento de neutréfilos, macréfagos e células dendriticas. A resposta evocada foi capaz de
levar a perda da integridade da camada celular epitelial respiratéria — o que também envolve as
MPs no processo de dano tecidual.

Neutrofilos polimorfonucleares sdo o tipo celular mais abundante envolvido na reposta
imune inata. Timar et al (91) avaliaram MPs liberadas por neutr6filos em individuos saudaveis e
em individuos com bacteremia por S aureus, demonstrando (1) a existéncia de MPs derivadas de
neutrofilos em individuos saudaveis (2) aumento de aproximadamente 7 vezes do numero de MPs
derivadas de neutréfilos em individuos com bacteremia por S aureus, quando comparados a aqueles

saudaveis (3) diferentes composic¢des e propriedades bioldgicas das MPs liberadas por neutrdéfilos,
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de acordo com tipo de estimulo ao qual a célula foi submetida. De forma inédita, demonstraram
que neutrofilos estimulados foram capazes de liberar MPs com propriedades bacteriostaticas.

Gasser et al (92) estudaram a influéncia das MPs derivadas de neutréfilos no balanco entre
atividade pro e anti-inflamatoria que compdem a resposta imune. Demonstraram que MPs liberadas
por neutréfilos foram capazes de liberar TGFB1 (citocina anti-inflamatoria) de uma maneira dose-
dependente em macrofagos, assim como levaram a uma menor producdo das citocinas
inflamatorias 1L-8, IL-6, e TNF-a.

Células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e células dendriticas, desempenham
funcdo fundamental na imunidade adquirida. Ja foi demonstrado papel das vesiculas extracelulares
nesse processo. MPs liberadas por um grupo celular podem conter antigenos do microrganismo
infectante. Essas MPs, por sua vez, irdo entrar em contato com células apresentadoras de antigenos
(14).

MPs englobadas por células apresentadoras de antigenos podem ter efeito inibitério ou de
estimulagdo. Ja foi demonstrado que vesiculas extracelulares liberadas por células dendriticas
infectadas por Toxoplasma gondii, quando injetadas em animais ndo expostos, foram transportadas
até o baco, sendo capazes de gerar resposta Th1l protetora (93). Participacdo das MPs no escape
imune do Trypanosoma cruzi também foi demonstrado em estudo de Cestari et al (94). Esse
trabalho demonstrou que (1) MPs liberadas por linfocitos e mondécitos contém TGF-B, citocina
implicada na facilitacdo da invasao de células epiteliais e cardiacas pelo T cruzi (2) MPs liberadas
por células sanguineas contribuiram para inibicao da lise mediada pelo sistema do complemento,
logo contribuindo para sobrevivéncia do parasita.

Pelo mesmo principio, MPs liberadas por células tumorais podem tanto potencializar uma
reposta imune anti-tumoral ou inibirem essa resposta, atraves da modulagéo da ativacédo das células
T e das células apresentadoras de antigenos. Além de capturarem e serem moduladas pelas
vesiculas extracelulares, as células apresentadoras de antigenos também podem liberar as mesmas.
Essa liberacdo de vesiculas extracelulares contendo MHC (do inglés, major histocompatibility
complex) classes I e Il (além de moléculas estimulatorias) se constituem em uma maneira de se

amplificar a apresentacdo de antigenos (14).

3.3.7 Quantificacdo das microparticulas em individuos saudaveis e em condi¢des moérbidas
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Berckmans et al (15) quantificaram e estudaram a origem das MPs em 15 pacientes
saudaveis, chegando aos seguintes achados: MPs derivadas de plaquetas 237 contagens/pL
(mediana; limites 116-565), hemacias 28 contagens/puL(13-46), granuldcitos 46 contagens /pL (16-
94) e células endoteliais 64 contagens/pL (16-136). Tal estudo demonstrou que mesmo individuos
saudaveis tem niveis significativos de MPs detectaveis, sendo a maior parte delas de origem
plaquetéria.

Né&o existem valores de referéncia quanto ao nimero de MPs e sua origem no plasma de
individuos saudaveis. A compara¢do do numero absoluto das mesmas em diferentes estudos mostra
valores que variam até 10.000 vezes (tabela 1). Por exemplo, 0 nimero de MPs liberadas por
plaquetas nos controles saudaveis varia de 41 contagens por pL a até 420.000 contagens por pL.
Os motivos gue explicam tamanha variacdo serdo abordados em topico dedicado, mas se explicam
por diferentes fatores pré-analiticos (protocolos de centrifugacao e processamento das amostras) e

analiticos (configuracdes e capacidade de deteccao do citbmetro).

Tabela 1: Comparagdo do nimero absoluto de microparticulas, de acordo com tipo celular, encontrado no grupo de
controle saudavel em diferentes estudos.

Estudo Ne Janela Plaguetas Endotélio  Eritrocito Neutréfilo Linfécito  Mondcito

saudaveis deteccdo (n/pL) (n/uL) (n/uL) (n/uL) (n/uL) (n/uL)
(L)

Soriano et al 45 NI 4638 234 NA NA NA NA
Souza et al 15 0,7a0,9 NI 10 NA NA NA NA
Zhang et al 10 NI 1528 219 87 260 43 NA
Berckmans et al 15 NI 237 64 28 46 ND NA
Giannopoulos et 50 05a09 14.372 NA 18.198 NA NA NA
al

Kim et al 29 NI 420x103 NA NA NA NA NA
Marques et al 29 0,70 a 60 8 3 3 0,7 NA

0,9

Matsumoto et al 23 0,1a2 NA NA NA NA NA 5
Nieuwland et al 5 NI 41 18 NA 1.3 NA 7
Forest et al 26 0,1al 179 374 290 NA NA NA

NA: ndo avaliado; NI: ndo informado; ND ndo detectadas; VValores em mediana. n/puL = contagens por microlitro

Além de sua ja estudada relagcdo com eventos tromboembolicos, a quantificacdo das MPs
ja foi estudada em diferentes neoplasias, mostrando relacdo com o grau de estadiamento da doenca
e sendo um marcador de doenga metastatica. Como exemplo, em pacientes com cancer gastrico,
MPs derivadas de plaquetas foram significativamente aumentadas no estadio 1V (7.160 x 103/uL;

mediana) quando comparadas ao estadio | (760 x103/uL) ou ao estadios 11/111 (870x10%/uL) (95).
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Nesse mesmo trabalho, um valor de corte das MPs derivadas de plaquetas de 2700 x10%/pL teve
uma sensibilidade de 93% e especificidade de 91% para doenca metastatica no cancer gastrico.

O numero e origem das MPs também foram estudadas na malaria por Plasmodium vivax
(96). Nesse trabalho com 37 doentes, demonstrou-se as plaguetas, eritrocitos e leucocitos foram as
principais fontes das MPs circulantes nos individuos infectados. Todas essas foram
significativamente aumentadas, quando comparadas a individuos saudaveis. Houve associa¢do
significativa entre maior nimero de MPs derivadas de plaquetas com febre e com sintomas

prolongados.

3.3.8 Microparticulas na endocardite infecciosa

Complexos processos participam da patogénese da El: formacdo de um trombo estéril em
uma area de endotélio lesado, adesdo e multiplicacdo do microrganismo infectante, aumento do
coagulo infectado, interacdo patdgeno-hospedeiro. A partir desses ocorrerd a determinacdo da
expressao fenotipica da doenca e também de seus desfechos clinicos mais graves: infeccdo nédo
controlada, insuficiéncia cardiaca refrataria, AVC, sepse com disfuncdo maltipla de 6rgaos e morte.

Nos processos e desfechos acima retomados, estdo envolvidos a montagem de uma resposta
imune e inflamatdria (e toda comunicacdo intercelular complexa que regem esses processos),
coagulacdo, ativacdo celular e reparacdo tecidual. Como abordado anteriormente, trabalhos
demonstraram a participacdo das MPs nesses processos. Logo, é de esperar que as MPs tenham
participacdo na fisiopatologia da El.

Entretanto, realizando-se pesquisa abrangente nas principais bases da literatura cientifica,
conclui-se que o estudo das MPs na El é um tema minimamente estudado. Busca na base
MEDLINE, utilizando-se como descritores os termos “endocarditis”, “endocarditis, bacterial”,
associados as palavras chaves “infectious endocarditis”, “bacterial endocarditis”, “bacterial
endocarditides” ou “endocarditis” encontrou 35.595 artigos, considerando-se busca realizada em
03/05/2017. Tal nimero demonstra a extensao da literatura no universo da El.

Utilizando-se dessa mesma base, a pesquisa pelos descritores “extracellular vesicles” e
“cell-derived microparticles” associados as palavras chaves “extracellular vesicles”, "cell-derived
microparticles", “microparticle”, "cell derived microparticles" ou “microparticles”, chegou a um

total de 17.035 trabalhos.
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Realizando-se um cruzamento desses dois resultados, ou seja, a busca da intersecdo no
universo da literatura da ElI e das MPs, o resultado é minimo: limitou-se a dois artigos
(considerando data acima citada). Resultado semelhante foi encontrado utilizando-se tal busca na
base LILACS (busca resultou em 1 artigo, ja incluido nos resultados da base MEDLINE).

O primeiro artigo, de 2003 (97), contém os termos “endocarditis” ¢ “cell-derived
microparticles” em seu resumo, e por isso € encontrado na busca. Porém tal trabalho trata do papel
do fator tecidual na patogénese de doencas infecciosas, incluindo a El. Trata-se de uma revisao,
sem qualquer quantificacdo das MPs ou sua descri¢do no contexto da El.

O segundo artigo, de 2013 (98), estudou a liberacdo de leucotrieno B4, TGF-betal (do
inglés, transforming growth factor-betal) e MPs na valvopatia adrtica. Cento e cinco pacientes com
doenca valvar adrtica que necessitaram de troca valvar tiveram suas valvas incubadas por 24h em
meio de cultura, com posterior analise do sobrenadante. Neste sobrenadante, foram analisadas 0s
biomarcadores j& mencionados, incluindo as MPs. Buscou-se comparar as concentracdes desses
marcadores de acordo com diferentes condi¢fes que motivaram a cirurgia: valva adrtica bicuspide,
valvopatia reumatica, regurgitacdo aortica e entre esses alguns casos de cirurgia por endocardite.
Encontrou-se que, na analise do meio cultura valvar, ndo houve diferenca no nimero de MPs
liberadas de acordo com a condigdo valvar que motivou cirurgia.

Conclui-se entdo, pelo melhor do nosso conhecimento, que até a data de 03/05/2017,
nenhum trabalho publicado nas bases MEDLINE e LILACS estudou a quantificagdo sérica das
MPs na El, sua evolucdo no decorrer do tratamento e sua relacdo com desfechos clinicos. Dessa
maneira, demonstra-se a originalidade do trabalho e a lacuna no conhecimento atualmente

existente, considerando-se o estudo das MPs no contexto da El.

3.3.9 O estudo das microparticulas na sepse

Pacientes com El podem evoluir com sepse e suas complicacdes. A progressdo da sepse
para o choque séptico e disfuncdo multipla de 6rgéos € uma das principais causas de morte nos
pacientes com EI. Logo, aqui vale uma breve mencéo ao estudo das MPs na sepse.

O estudo das MPs na sepse é desafiador, e ainda repleto de lacunas. Primeiramente, porque
a sepse € uma desordem que envolve complexas interacdes entre células endoteliais, plaquetas,

leucocitos, sistema de coagulacdo e maltiplos mediadores inflamatérios. Na sepse, a resposta
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inflamatoria tem papel critico na génese da disfungdo orgénica, mas também é um componente
essencial da defesa do hospedeiro contra 0 microrganismo invasor. A teoria, até recentemente
dominante, de que a mortalidade na sepse € decorrente de uma resposta inflamatoria exagerada e
ndo controlada tem sido questionada. Isso porque uma diminuicdo da resposta inflamatdria tem
sido implicada em maior mortalidade (99).

Apesar de a maior parte dos trabalhos sobre o papel das MPs na sepse sugerirem um efeito
deletério, MPs também estdo implicadas em respostas protetoras. Tal fato pode ser atribuido a
enorme diversidade constitucional das MPs, que vai depender da célula geradora e de seu estado
basal.

Em modelos de camundongos para sepse, a maioria das MPs encontrada (85%) sé&o
derivadas de plaquetas, com uma minoria se originando de células endoteliais e mondcitos. Um
pequeno numero contém marcadores para eritrécitos (17). Mortaza et al (100) avaliaram, em
modelo de sepse animal, o perfil e a influéncia da MPs sobre variaveis hemodindmicas. Para isso,
animais saudaveis foram submetidos a inoculacdo de MPs derivadas de animais submetidos a
ligadura cecal (modelo de sepse) e controles. Ndo encontrou diferenca na concentracao sérica total
das MPs nos animais sépticos, porém nesses o perfil da liberacdo das MPs foi diferente: houve
grande aumento das MPs derivadas de leucécitos. Apenas as MPs derivadas de animais sépticos
foram capazes de diminuir a pressdo arterial média (p <0,05). Animais inoculados com MPs
derivadas de animais sépticos apresentaram aumento da producao de espécies reativas de oxigénio,
NF-Kb e aumento da producéo de 6xido nitrico via NO sintase.

Também por meio de modelo animal, Zafrani et al (17) pesquisaram os niveis, e os fatores
determinantes da liberacdo das MPs na sepse, assim como sua relagdo com mortalidade. No estudo,
camundongos transgénicos com alta expressdo de calpastatinas e camundongos selvagens foram
submetidos a ligadura cecal (modelo animal para estudo da sepse). A alta expressdo de
liberacdo de MPs. Como esperado, houve significativa reducdo das MPs circulantes nos animais
transgénicos, quando comparados aos animais selvagens (1x10° vs. 3x10% contagens/ul). Essa
restricdo dos niveis de MPs se traduziu numa menor geragdo de trombina, maiores valores de
plaquetas, menor consumo de fatores de coagulacao (11, V11, V111, IX) e menores valores de RNI
e PTTa nos camundongos transgénicos. De maneira interessante a analise histoldégica demonstrou

maior ocorréncia de trombo e deposicdo de fibrina nos animais selvagens, o que se traduziu por
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maior ocorréncia de disfuncdo maultipla de 6rgdos nos animais que tiveram a liberacdo de MPs
preservadas. Laminas histologicas comparativas demonstram de maneira clara a maior ocorréncia
de lesdo pulmonar aguda, hepatica e renal nesses animais (quando comparados aos animas
transgénicos, que tiveram seu mecanismo de liberacdo das MPs afetado).

Somados, esses dados corroboram menor ocorréncia de coagulagdo intravascular
disseminada (CIVVD) nos animais que tiveram menor liberagédo de MPs. Tais achados se refletiram
em menor taxa de mortalidade: a sobrevida no sétimo dia para os animais transgénicos foi
significativamente mais alta, quando comparada aquela dos animais selvagens — 50% vs 16%. Essa
diferenca de mortalidade ndo foi observada quando camundongos transgénicos foram submetidos
a injecdo de MPs derivadas de camundongos selvagens.

Estudo de Densmore et al (101) avaliaram o papel das MPs na lesdo pulmonar aguda
induzida pela sepse. Esse estudo avaliou o papel das MPs derivadas de endotélio, através de seus
efeitos sobre culturas de células endoteliais humanas e anélise de pulmédo de camundongos que
foram submetidos a injecdo dessas MPs. Foi demonstrado que as MPs derivadas do endotélio
levaram a diminuicdo da vasodilatacdo pulmonar (através da menor producao de 6xido nitrico),
aumento da permeabilidade capilar pulmonar e aumento da resposta inflamatéria pulmonar.

Somados, esses estudos em modelos animais demostram o papel das MPs nos principais
mecanismos fisiopatoldgicos na sepse: vasodilatacdo, trombose e CIVD, producdo de espécies
reativas de oxigénio, lesdo pulmonar, hepatica e renal aguda. Tais fatos levaram ao estudo das MPs
em pacientes com sepse e choque séptico.

Soriano et al (102) avaliaram 35 pacientes com sepse grave, 10 internados em unidade de
terapia intensiva. Foram mensuradas MPs originadas de plagquetas e endotélio. Niveis de MPs
derivadas do endotélio foram significativamente elevadas nos pacientes sobreviventes, comparados
aqueles que faleceram por sepse. Os niveis de MPs de origem plaquetéria tiveram forte correlacao
negativa com disfuncéo orgéanica, medida pelo score SOFA, ou seja — menores niveis indicando
maior morbidade (p=0,002).

Em seu trabalho, Mostefai et al (103) tiveram como objetivo isolar e caracterizar as MPs
circulantes em pacientes com choque séptico, assim como avaliar seu efeito na reatividade vascular
e na producdo de dxido nitrico (NO). Para isso, eles estudaram 36 pacientes com choque séptico e
18 pacientes sem infec¢do e hemodinamicamente estaveis internados em UTI. Foi demonstrado

que pacientes com choque séptico apresentaram aumento das MPs circulantes, especialmente
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daquelas originadas de plaquetas e células endoteliais, quando comparados ao grupo controle. MPs
derivadas de leucdcitos estavam diminuidas em pacientes com choque séptico.

Zhang et al (75) estudaram o perfil das MPs de 15 pacientes com sepse admitidos também
em UTI, tendo como controle 10 pacientes saudaveis. Comparados com os controles saudaveis, 0s
pacientes sépticos apresentaram aumento das MPs derivadas de plaquetas em unidades por pL
(2.273 +£421,7 vs. 1.528 £225,4), células endoteliais (336 +72,4 vs. 219 +45,6), hemécias (255
+62,9 vs. 87+14,8), neutrofilos (530 £124,5 vs. 266+72,3), linfocitos T (102 £12,3 vs. 56+7,8),
linfécitos B (87+8,1 vs. 43+7,3). De modo interessante, todas as MPs contendo fosfatidilserina
também foram quantificadas. Estas se mostraram significativamente aumentadas nos pacientes
com sepse (4.830+653,8 vs. 2861,3 +236,9, p<0,001). Além desse aumento numeérico, o estudo
também comprovou a importancia fisiologica desse aumento da expressao de fostatidilserina. Foi
demonstrado que as MPs de pacientes sépticos atuaram como uma superficie biologica para
atividade dos fatores de coagulacdo, muito provavelmente por meio da exposicdo da
fosfatidilserina. Assim, o aumento da exposi¢do de fosfatidilserina pelas MPs pode propragar
fendmenos tromboticos e causar obstrucdo microvascular, fendmenos patoldgicos centrais na
sepse.

Delabranche et al (18) avaliaram 92 pacientes internados com choque séptico e estudou
nestes, a ocorréncia da CIVD e o perfil das MPs. MPs foram medidas & admisséo (D1) e em D2,
D3 e D6. Foram incluidos 40 pacientes com CIVD e 52 pacientes com choque séptico, porém sem
critérios para CIVD. MPs foram mensuradas por ensaio de coagulacdo (resultados expressos por
equivalente nanomolar de fosfatidilserina — nM eq. Fosf). Ndo houve uma diferenca na
quantificacdo total das MPs, comparando-se 0s pacientes com choque séptico que preenchiam ou
n&o critérios para CIVD. Porém, comparados aos pacientes sem CIVD, aqueles com CIVD tiveram
um diferente padrdo de liberagdo das MPs: & admissdo, MPs derivadas de leucdcitos foram
significativamente aumentadas nos pacientes com CIVD (9,2 £ 8.7 vs. 4,5 + 2,8 nM eq. Fosf p =
0,02), apesar de o numero total dos leucdcitos ser semelhantes nos dois grupos. MPs derivadas do
endotélio (positivas para CD105) também foram significativamente aumentadas nos pacientes com
CIVD (p < 0,001).

Matsumoto et al (104) estudaram o papel das MPs liberadas por mondcitos em 24 pacientes
com trauma e 25 pacientes com sepse grave. O controle foi composto por 23 controles saudaveis.

Foi demonstrado que o numero de MPs liberadas por monacitos foi significativamente aumentada
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no grupo de trauma ou sepse, quando comparado ao controle saudavel. Houve correlagdo entre
liberacdo aumentada de MPs derivadas de mondcitos e maior gravidade na sepse e trauma, além
da relacdo dos niveis dessas MPs com IL-6.

Tokés-Flzesi et al (105) avaliaram MPs liberadas por plaquetas e mondcitos em 37
pacientes com sepse grave. Encontrou nimero significativamente aumentado das MPs derivadas
de plaquetas em relacdo aos controles doentes. Nao houve correlagéo entre 0 nimero total de MPs
e a presenca de disfuncdo organica, porém uma correlacdo negativa entre os niveis de MPs
derivadas de plaquetas e valores de uréia e creatinina.

Estudo de Forest et al (106) avaliou a presenca de MPs em pacientes idoso e saudaveis,
comparando seu nimero e origem em pacientes saudaveis e com sepse. No grupo de jovens (média
36 anos) foram incluidos 26 controles saudaveis e 27 com sepse. No grupo de idosos (média 88
anos), foram incluidos 31 saudaveis e 27 pacientes com sepse. Comparando-se idosos e jovens sem
infecgdo, houve uma diminuigdo significativa do nimero de MPs derivadas do endotélio, sem
diferenca significativa observada para as MPs liberadas por plaquetas e eritrocitos. Comparando-
se jovens com e sem sepse, houve uma diminuicdo significativa no namero de MPs liberadas pelo
endotélio nesse Gltimo grupo. No grupo de idosos, ndo houve uma diferenca significativa nos
nameros de MPs liberadas pelos eritrocitos, plaquetas ou endotélio, comparando-se idosos
admitidos em um hospital com ou sem infec¢do. Comparando-se niveis de MP e mortalidade, no
gripo de idosos, houve correlacéo entre maior nimero de MPs derivadas de endotélio e mortalidade
(p =0,04).

Na sepse, um terco dos Obitos ocorrem na primeira semana do desenvolvimento da doenca
—durante a fase de maior resposta inflamatéria. Logo, a maioria das mortes ocorre em um momento
posterior, onde se postula que uma fase de imunossupressdo, que dura semanas, pode levar a um
estado de maior susceptibilidade a infec¢Bes secundarias. (16) MPs podem estar implicadas nesse
estado de imunossupresséo. Sadallah et al (107) demonstraram que MPs derivadas de concentrados
de plaquetas humanos reduziram a liberacdo de TNF-a e IL-10 por macrofagos ativados por LPS.
Além disso, MPs atenuaram a diferenciacdo de monaocitos em células dendriticas imaturas, e foram
capazes de diminuir a capacidade fagocitica dessas ultimas.

Estudo de Dalli et al (108) demonstrou que MPs derivadas de polimorfonucleares sao ricas

em anexina I, uma proteina com propriedade anti-inflamatorias. Nesse trabalho, demonstrou-se
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que a anexina | presente nas MPs liberadas pelos leucdcitos sdo capazes de inibir a adesao celular
dos polimornucleares, diminuindo sua migracéo e logo alterado seu recrutamento.

Esse efeito de imunomodulacdo também foi relacionado a maior ocorréncia de eventos
adversos em pacientes submetidos a transfusdo de concentrado de hemacias. Metanalise (109) de
estudos que envolveram 8735 pacientes, encontrou que pacientes submetidos a uma estratégia mais
restrita de transfusdo de concentrado de hemécias, quando comparada a uma estratégia mais liberal,
tiveram menor risco de complicacbes infecciosas sérias (definidas como pneumonia, sepse,
infeccdo de ferida e mediastinite). Uma possivel explicacdo para tal achado pode ser o efeito
imunossupressor de MPs presentes nos concentrados de hemécias, uma associacao que merece
melhor investigacéo (16)

A despeito desses efeitos deletérios, as MPs também tém sido implicadas em respostas
protetoras. Células endoteliais progenitores (CEPs), sdo precursores liberados pela medula dssea
em condic¢des adversas, estando envolvidas na regeneracgdo tecidual. Seus efeitos benéficos foram
estudados em isquemia de membros, infarto do miocardio e doenca glomerular (110). Esse
mecanismo de protecdo € realizado por efeito paracrino, dos quais participam as MPs. Deregibus
etal (111) demonstraram que MPs liberadas pelas CEPs foram incorporadas por células endoteliais
(através da interacdo com integrinas expressas ha membrana celular das MPs). In vitro, as MPs
promoveram a sobrevivéncia de células endoteliais, assim como sua proliferacéo e organizagdo em
capilares, efeito também demonstrado em modelo animal. Esse efeito angiogénico foi perdido
quando as MPs foram tratadas com enzima que degradou RNA (RNAase). Logo, os autores
concluiram de as MPs participaram desse processo de angiogénese através da transferéncia de RNA
mensageiro (RMAmM) das CEPs para as células endoteliais.

Explorando esse papel das MPs na comunicacdo intercelular, Cantaluppi et al (110)
estudaram, em modelo animal, potencial efeito protetor das MPs derivadas de CEPs na injdria renal
aguda. Demonstrou-se que o contetldo de RNAmM dessa MPs era rico em microRNA (miRNAs)
que modulavam proliferacdo, angiogénese e apoptose. Apos sua injegdo em animais submetidos a
injuria renal por isquemia e reperfusdo, as MPs foram demonstradas no interior das células
endoteliais de grandes vasos e dos capilares peritubulares, assim como de células tubulares. De
maneira interessante, a hipéxia aumentou de maneira significativa a internalizacdo das MPs.
Quando tratados com MPs derivados de CEPs, os camundongos demonstraram uma reducao

significativa nas lesdes tubulares, em paralelo com uma diminui¢do da creatinina e da uréia,

60



observadas no segundo dia. Tal efeito ndo foi observado quando as MPs inoculadas foram de
fibroblastos ou quando as MPs derivadas de CEPs foram incubadas com RNAase (demonstrando
o0 papel da transferéncia de RNA especificos nesse processo).

Concluindo, o papel das MPs na sepse € diverso, refletindo o tipo celular estudado e a
condigdo do paciente. As fungdes atribuidas as MPs de diferentes tipos celulares s&o varias, e estdo
resumidas no quadro 3. Assim como ocorre na comparagdo entre grupos de controles saudaveis,
uma comparacao direta entre os valores de MPs observados nos estudos de sepse grave ou em
outras condi¢cbes mostram numero muito discrepantes (Tabela 2). Como exemplo, 0 nimero de
MPs liberadas por plaquetas varia de 95 contagens/pL a 5273 contagens/pL. Tamanha variagdo é
explicada por fatores pré-analiticos e analiticos, como diferentes protocolos de processamento das
amostras e diferentes parametros utilizados nos citdmetros. Esses fatores serdo abordados com mais

detalhes em sessdo dedicada.

Quadro 5: Funcdes atribuidas as microparticulas e os marcadores utilizados

Célula de origem Funcéo Marcadores

da microparticula de
membrana
utilizados

Aumento da agregacéo plaquetaria
Entrega de acido araquidénico a células endoteliais (levando a formag&o de

CD31,CDA41,
tromboxano A2)
Al - CD41a,
Atracdo quimiotatica de mondcitos
~ e CD42a,
Plaquetas Aumento da agregacdo de neutrdfilos
A oy e CD42b,
Aumento da atividade fagocitica de neutréfilos CD61
Formac&o de Trombina i
x . x - . . CD62P
Promogdo de intera¢do celular de mondcitos e células endoteliais
Transporte de PAF (Fator ativacdo plaquetria)
Ativacdo de neutréfilos CD31,
Transporte de moléculas de adesdo como ICAM-1, E-selectina e moléculas  CD34,
de adesdo de plaquetas-endotélio CD54,
Atracdo quimiotatica de neutrofilos CDG62E,
Células Endoteliais  Agregacdo plaquetaria via expressdo de fator de von Willebrand CD51,
Formac&o de trombina CD105,
Estimulacdo da proliferacdo de células endoteliais e indugdo de angiogénese CD106,
Transporte de proteina C ativada CD144,

Transporte de metaloproteinases que participam da neoformacao vascular CD146

Ativacdo de células endoteliais in vitro, levando a liberagéo de IL-6 e IL-8 CD45
Atracdo quimiotatica de neutrofilos
Neutrofilos Aumento da expressado de moléculas de adesao leucécitos-células
Polimorfonucleares endoteliais
Liberacéo de mediadores anti-inflamatorios, como TFG-B1 e inibigéo de IL-

8, IL-10 e TNF-a
Linfocitos Participacdo das vias de formacdo de NO e prostaciclina, levando a um CD4, CD8,
decréscimo na expressao endotelial de NO sintase 3 (constitutiva). CD20, CD3
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Hiporeatividade vascular através da producéo de NO e prostaciclina
Aumento da expressdo de NO sintase 2 (induzivel)e de COX-2
Aumento do estresse oxidativo em células endoteliais

Ativacdo plaquetéria CD14
Transferéncia de receptores entre células (ex. CCR5)
Aumento de fatores inflamatérios (IL-8) e de ICAM-1 em células epiteliais

Mondcitos S
respiratorias
Aumento da producéo de radicais livres de oxigénio, citocinas e ativacdo de
NFkf em mondcitos
Eritrocitos Promocédo de adesdo entre mondcitos e células endoteliais CD235a

Adaptado de Reid VL, Webster NR. Role of microparticles in sepsis. BJA: British Journal of Anaesthesia.
2012;109(4):503-13.

Tabela 2: Comparacéo do nimero absoluto de microparticulas, de acordo com o tipo celular, encontrado em sepse

grave e outras condic@es, em diferentes estudos.

Estudo Patologia Plagueta Endotélio Eritrécito  Neutrofilo  Linfécito  Mondcito
doentes  (n/uL) (n/uL) (n/uL) (n/uL) (n/uL) (n/uL)
Soriano et al Sepse grave 35 5273 724 NA NA NA NA
Souza Malaria 37 34 36 NA NA NA NA
Zhang et al Sepse grave 15 2273 336 255 530 87 NA
Marques etal  Pré- 28 30 36 12 9 1 NA
eclampsia
severa
Matsumoto et  Sepse grave 25 NA NA NA NA NA 10
al
Nieuwland et  Sepse por 7 597 61 NA 234 NA 15
al meningococo
M. T8kés- Sepse Grave 37 4500 NA NA NA NA NA
Flizesi et al
Forest et al Jovens com 27 95 222 349 NA NA NA
sepse grave
Nieuwland et  Cirurgia 6 1600 NA NA NA NA NA
al cardiaca

NA: ndo avaliado; valores em medianas; n/uL = contagens por microlitro

3.3.10 Microparticulas na cirurgia cardiaca

Na Ameérica Latina, a proporcao de pacientes com EIl que séo submetidos a cirurgia cardiaca

é de 41% (26). Cirurgia cardiaca com by-pass cardiopulmonar é sabidamente reconhecida por sua
capacidade de alterar estado fisioldgico, através da indugdo de uma reposta inflamatéria - via
liberacdo de interleucinas e reagentes de fase aguda. Logo, é de se supor que a cirurgia cardiaca
altere o perfil das MPs. Pelo melhor de nosso conhecimento, ndo existem estudos que avaliaram a
quantificacdo e caracterizacdo sérica das MPs em pacientes com El que foram submetidos a
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cirurgia cardiaca. Logo, as melhores evidéncias da influéncia da cirurgia cardiaca nas MPs virdo
de trabalhos que estudaram essas vesiculas em outras indicagdes cirrgicas.

Antes da avaliacdo dos estudos das MPs na cirurgia cardiaca, € importante ter em mente
sua cinética de depuracdo e 0 momento em que foi realizada a analise — se durante ou apos o
procedimento. Como ja abordado em sessdo prévia, os poucos trabalhos disponiveis demostraram
uma rapida eliminago das MPs - com meia-vida variando de minutos a 6 horas. Logo, é provavel
que as alteracGes agudas decorrentes do by-pass cardiopulmonar ndo sejam percebidas em
avaliacOes tardias (mais de 24h).

Entre os fatores que podem influenciar o perfil das MPs durante a cirurgia cardiaca, estéo:
(1) grau do dano tecidual provocado pelo procedimento cirdrgico (2) by-pass cardiopulmonar e sua
duracdo (3) diminuicdo da contagem plaquetaria (4) hemodiluicdo (5) tipo de tratamento dado ao
sangue contido no saco pericardico e sua reintroducao na circulacdo sistémica (6) grau hipotermia
induzida pela cirurgia (7) drogas utilizadas no pré, intra e no pés-operatério (112).

Andersen et al (113), estudaram 34 pacientes que se submeterem a cirurgia de
revascularizacdo miocardica. Demonstram que, durante o by-pass cardiopulmonar, houve um
incremento de 40% no valor das MPs em 30 minutos. Tal resultado contrasta com o encontrado
por Jeanette et al, que avaliaram 71 pacientes também submetidos a cirurgia de revascularizacdo
miocardica. Nesse estudo, houve uma diminuicdo da contagem das MPs derivadas de plaquetas em
30 minutos apos inicio do by-pass cardiopulmonar. A comparagao direta desses trabalhos é limitada
por diferentes metodologias, e pela ndo reintroducdo na circulacdo do sangue aspirado do saco
pericardico nesse ultimo estudo (como sera descrito abaixo, um fluido rico em MPs).

Nieuwland et al (114) estudaram seis pacientes que foram submetidos a revascularizacéo
miocardica cirurgica. Foram coletas amostras sanguineas derivadas de puncao venosa (circulacdo
sistémica) e sangue presente no saco pericardico durante o procedimento cirurgico. A quantificacdo
das MPs derivadas de plaquetas foi de 14.800/uL (mediana, intervalo 9,7 a 27,9x10%/uL) nas
amostras derivadas de pericardio e de 1.600/pL(mediana, intervalo 400 a 8900/uL ) nas amostras
derivadas de puncdo sisttmica. Em contraste com as MPs presentes nas amostras da circulagdo
sistémica — que eram quase que exclusivamente derivadas de plaquetas —, as amostras de sangue
recolhido do pericardio também tinham origem de eritrécitos, mondcitos e de granuldcitos. Plasma
preparado de amostras de origem pericardica, e em menor grau, de origem sistémica estimularam

a formacgdo de trombina in vitro. Tal capacidade foi perdida apés a remocdo das MPs por
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centrifugacgdo. Tal estudo demonstrou ndo somente a capacidade procoagulante das MPs geradas
nos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, mas também demonstrou ocorréncia de intenso
estimulo a liberacdo de MPs no sangue que fica em contato com pericardico, durante o
procedimento.

Comumente, ha significativa diminuicdo, de 20 a 40%, do ndmero de plaquetas apds
cirurgia cardiaca (112). Logo, é provavel que a queda na contagem plaquetéria leve a alteragdo do
perfil de MPs circulantes. Straub et al (115) demonstram que, temperaturas abaixo de 31 graus,
induzidas durante cirurgia cardiaca foram associadas a uma diminui¢cdo da funcdo plaquetaria e
menor formagdo de MPs derivadas de plaquetas, levando a uma maior tendéncia de sangramento.

A infusdo de cristaloides durante e apds cirurgia cardiaca leva a hemodiluicdo.
Hemodiluicdo reduz a viscosidade sanguinea, potencialmente permitindo um fluxo sanguineo mais
rapido, e logo uma maior forca de cisalhamento. Nao ha estudos sobre a influéncia da hemodiluicao
na liberagdo das MPs. Do mesmo modo, ndo h& estudos sobre a influéncia da heparina usada
durante a circulacdo extracorpdrea sobre a liberacdo das MPs, assim como de outras drogas
habitualmente usadas no intra e no pos-operatorio.

Finalmente, Fu et al (116) quantificaram as MPs no pré o pds-operatorio de 42 pacientes
com doenca valvar cardiaca que seriam submetidos a cirurgia cardiaca. Também avaliaram o efeito
dessas MPs sobre a vasodilatacdo. Demonstraram que, antes da cirurgia, a contagem de MPs total
foi significativamente maior nos pacientes com doenca valvar, quando comparados ao grupo de
controle saudavel (com mesma idade e sexo). Nao houve diferenca significativa na contagem total
das MPs, comparando-se 0s valores pré-cirurgia com os de 12 ou 72 horas apés procedimento. MPs
derivadas dos pacientes com doenga valvar cardiaca provocaram uma acentuada diminuicdo da
vasodilatacdo endotélio-dependente mediada por acetilcolina — com efeito ainda maior quando se
comparou as MPs po6s-cirurgia com aquelas anteriores ao procedimento. Tal efeito foi mediado por

uma menor producdo de NO e maior liberacdo de espécies reativas de oxigénio.
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3.4 METODOS APLICADOS NO ESTUDO DAS MICROPARTICULAS

Vaérias técnicas foram empregadas na caracterizacao e quantificacdo das MPs. Seu tamanho
na ordem dos micrdmetros torna essa quantificagdo um desafio. Idealmente, o nivel de MP mais
proximo do real deve ser mensurado, sendo que nesta tarefa MPs devem ser distinguidas de (1)
pequenas plaquetas (hd uma sobreposicao de tamanho entre essas e as maiores MPs) (2) complexos
e agregados de proteinas extracelulares (incluindo aqueles formados por anticorpos marcados com
imunofluorescéncia) (3) lipoproteinas (4) e artefatos de mensuracdo do aparelho (“electronic
noise™) (87, 117, 118).

Citometria de fluxo é o método mais empregado na mensuracao das MPs, sendo empregado
em 75% dos estudos, segundo levantamento realizado pela Sociedade Internacional de Trombose
e Homeostase (119). Outros métodos incluem: ensaios de coagulacdo, microscopia eletronica e
microscopia de forca atbmica, e analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking
Analysis). Tais métodos sdo detalhados em revisdo dedicada (119). Microscopia eletronica e
microscopia de forca atdmica podem ser utilizadas para determinar o tamanho e forma das MPs,
mas ndo fornecem informac6es sobre suas propriedades bioldgicas. Western blotting pode ser
usado para demostrar a presenca de proteinas em prepara¢des de MPs, porém nao pode ser aplicado
na quantificacdo das MPs, nem é possivel afirmar que as proteinas isoladas sdo provenientes das
MPs (87). Nos ensaios gque avaliam a atividade pr6-coagulante, podem ser medidas (1) capacidade
de geracdo de trombina (2) tempo de coagulacdo.

Como afirmado em documento da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares, de
2013, ndo ha consenso em um método que seja “padrao ouro” na mensuracao das MPs. Métodos
mais ou menos indicados vdo depender do objetivo da pesquisa, sendo que os pesquisadores sao
encorajados a descreverem em detalhes sua metodologia de obtencdo e analise das amostras, de

modo a permitirem comparacdes (68).

3.4.1 Citometria de fluxo e fatores analiticos

De maneira breve, a mensuracdo das MPs através da citometria de fluxo utiliza os seguintes

parametros (1) selecdo do tamanho das particulas, determinada pelo gate de leitura (por exemplo,
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0,1 a 1 um) (2) identificagdo de um marcador “universal” das MPs (3) identificagio de um
marcador especifico de acordo com origem celular (118).

Esses trés parametros sdo fatores analiticos que irdo influenciar os resultados, explicando
em parte a grande variabilidade na contagem absoluta das MPs, comparando-se diferentes
trabalhos. O gate de leitura vai variar de acordo com o poder de deteccdo do aparelho. Nos
citbmetros convencionais, o limiar minimo de deteccdo do est4 entre 0,4 a 0,5 um. Logo, as
menores MPs estardo abaixo dessa medida e ndo serdo quantificadas. Novos equipamentos sao
capazes de realizar a discriminacdo de particulas na ordem dos 0,2 a 0,1 um (87). Segundo revisdo
sobre tema, mais de 60% dos pesquisadores ainda utilizam citdbmetros convencionais, sendo que
somente 7% dos citdmetros utilizados nos trabalhos eram capazes de detectar particulas da ordem
de 0,3 um (119).

A citometria de fluxo apresenta como vantagens sua ampla disponibilidade e relativa
facilidade para analise de um grande nimero de amostras, se comparado aos outros métodos. A
concordancia entre a analise por citometria de fluxo e microscopia eletrénica é pobre, sendo que
alguns trabalhos com microscopia eletronica relatam que mais de 75% das MPs sdo menores que
0,5um — logo, grande parcela das MPs estara abaixo do nivel de deteccdo dos citbmetros
convencionais (119).

Devido aos diferentes tipos celulares que podem liberar MPs e sua diferente composicao,
ndo existe consenso quanto ao uso de um marcador universal na deteccdo das MPs. A exposigédo
de fosfatidilserina na membrana é considerada uma propriedade classica das MPs, porém utilizacéo
da anexina V para marcacéo da fosfatidilserina ndo é unanime. Alguns grupos definem MPs apenas
pelo tamanho e pelo antigeno especifico, sem testar para anexina V. Isso porque foi descrita a
ocorréncia de MPs negativas para anexina V, e além disso a exposi¢cdo de fosfatidilserina é
aumentada pelo processo de centrifugacdo e descongelamento. Trabalho também ja demonstrou
que a quantidade de MPs sem marcacéao pela anexina V € 30 vezes maior do que aquela detectada
pela marcagéo (76). Contudo, argumenta-se que tal discrepancia deve-se ao aumento da contagem
de debris celulares ou precipitados, assim como de aumento de artefatos (“background noise”).
Logo, Dey-Hazra et al (118) recomendam que a marcacao de anexina V seja aplicada na contagem
das MPs, possibilitando melhor distingdo dos eventos verdadeiros daqueles fatores de confusdo —

tendo-se em mente que uma parcela das MPs pode ndo ser detectada.
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A identificacdo fenotipica da MP vai ocorrer através da identificacdo de epitopos
classicamente relacionados a sua célula de origem. Por exemplo, MPs derivadas de plaquetas irdo
ser identificadas pela presenca de CD41a. Como mostrado no quadro 3, para um mesmo tipo celular

podem ser utilizados diferentes epitopos.

3.4.2 Fatores pré-analiticos

Além dos fatores analiticos abordados brevemente na sessao anterior, fatores pré-analiticos
também irdo influenciar os resultados. Entre os fatores pré-analiticos ja avaliados de forma objetiva

em estudos estdo:

e Tipo de anticoagulante usado

Lacroix et al (120), utilizando a citometria de fluxo na mensuragcdo das MPs,
compararam 0 citrato a outros coagulantes, como CTAD (do inglés, Citrate-
Theophyllin-Adenosine-Dipyridamole), EDTA (do inglés Ethylenediamine
tetraacetic acid) e heparina. Foi encontrada que a contagem do nimero total de MPs
foi significativamente maior nos tubos de EDTA e heparina (respectivamente, 15 e
4 vezes), ndo ocorrendo diferenca significativa para os valores encontrados

empregando-se o CTAD.

e Uso de torniquete e tipo de agulha:
Nesse mesmo trabalho (120), ndo houve diferenga na mensuragdo das MPs
comparando-se um torniquete leve (20mmHg) com um torniquete “mais apertado”
(80mmHg). De maneira semelhante, ndo houve diferenca comparando-se a pungédo

com escalpe a flebotomia com agulha reta.

e Condic0es de transporte:
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Lacroix et al (120) compararam a auséncia de agitacdo das amostras antes da
centrifugacdo com agitacéo leve (inversdo simples do tubo antes da centrifugagéo)
e agitacdo importante (2h de rotacdo continua na bandeja de laboratorio). A
contagem de MPs foi significativamente aumentada (+250 + 240%, P = 0,006) nas
amostras submetidas a uma agitacdo importante. Para mimetizar melhor as
condicOes reais, 0 nimero de MPs em amostras transportadas sem suporte foi
comparado ao de amostras fixas a suportes de transporte (esses, ainda subdivididos
em suportes verticais e horizontais). Amostras transportadas sem suporte tiveram
um aumento de 180% (+ 90%, P = 0,002), do nimero de MPs. De maneira
interessante, a influéncia da agitacdo dos resultados foi neutralizada quando as

amostras foram transportadas em suportes fixos verticais, mas nao nos horizontais.

Tempo entre coleta e centrifugacao:

Foi medida a influéncia de diferentes intervalos de tempo (de 5min a 4h) da coleta
a primeira centrifugacdo (120). Uma hora apds coleta, houve um aumento
significativo da contagem total de MPs (40 £+ 35%, P = 0,02). Ap0s 4h, esse aumento
de 80% (x 55%, P = 0,006). Analisando diferentes grupos de MPs, atraso até
centrifugacdo levou ao aumento de MPs derivadas de plaquetas, mas ndo daquelas
derivadas de hemécias.

Protocolo de centrifugacéo:

Diferentes protocolos podem ser empregados - e esses sabidamente influenciaréo os
resultados. A maioria dos estudos utiliza um protocolo de centrifugacdo em duas
etapas. A primeira etapa se refere a obtencéo do plasma pobre em plaquetas. Esse €
obtido apds uma a duas centrifugacGes iniciais, a depender do protocolo.
Submetendo esse plasma pobre em plaquetas a uma segunda centrifugacdo, em alta
velocidade, se obtém o plasma livre de plaquetas.

N&o existe consenso quanto a obtencdo do plasma pobre em plaquetas. Por outro

lado, a obtencdo de um plasma realmente livre de plaquetas € dificil. A
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centrifugacdo exigida para remover todas as plaquetas pode eliminar conjuntamente
as maiores MPs.

Dey-Hazra et al (118) encontraram um aumento de 10 a 15 vezes do numero total
de MPs derivadas de plaguetas, comparando-se um protocolo com centrifugagéo
inicial de 1.500 x g por 15min a outros dois protocolos com velocidades iniciais de
5.000 x g. N&o houve diferencga significativa quando MPs derivadas do endotélio ou
leucdcitos foram avaliadas. Tais achados foram reproduzidos em outros trabalhos
(120). O aumento do numero de MPs, em estudos que utilizaram menores forcas de
centrifugacdo, é atribuido ao maior nimero de plaquetas e residuais, com maior
potencial de geracdo ex vivo de MPs.

Artigo de posicionamento da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
(87) ndo define por um protocolo Unico. Endossa a influéncia dos fatores de
processamento nos resultados, que pesquisas com diferentes objetivos podem
aceitar uma maior ou menor contaminacéo pelas plaquetas residuais, e que 0 mesmo
protocolo deve ser utilizado durante todo trabalho. O documento também reforca
importancia de se especificar todas as varidveis de centrifugacdo, de modo a

possibilitar reproducéo e comparacao de estudos.

Condicoes e tempo de armazenamento:

Muito controversos sdo os estudos sobre os efeitos do congelamento na mensuracao
das amostras por citometria de fluxo. Os resultados encontrados variam, sendo
reportados (1) diminuicdo da contagem das MPs (2) efeito nulo (3) ou aumento da
contagem dessas vesiculas extracelulares.

No trabalho de Lacroix et al (120) ndo foi encontrada diferenca no numero total de
MPs, comparando-se amostras armazenadas a — 80°C por uma semana com aquelas
armazenadas por um ano.

No estudo de Vila-Liante et al (117), partindo de um mesmo protocolo de
centrifugacdo, comparou-se a mensuracgao de MP de plasma fresco com o de plasma
congelado. Encontrou-se um aumento de seis vezes na contagem de MPs nas

amostras congeladas. Os achados desse estudo sé@o concordantes com o de outros
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estudos que demonstraram que 0 processo de congelamento-resfriamento das
amostras foi associado ao maior numero de MPs circulantes (121, 122).

Esses resultados contrastam com o de estudos que encontram uma menor contagem
de MPs apds o congelamento da amostra. No estudo de Dey-Hazra et al (118)
comparou-se a mensuragdo das MPs em amostras recém coletadas com aquelas
armazenadas a -80° por diferentes periodos de tempo (24 horas a 56 dias).
Encontrou-se um aumento inicial no nimero MPs, com pico no 14° dia, seguido de
uma queda a partir do 28° dia. Ndo houve gqueda adicional significativa a partir do
56° dia. Também no estudo de Shan et al (123) o nimero total de MPs foi menor
ap6s congelamento, de forma independente do tempo de armazenamento
(comparando-se 1 a 4 semanas a — 80°).

O posicionamento da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares, em 2013
(87), foi 0 de reconhecer a ndo existéncia de um consenso sobre o tema da influéncia
da temperatura de armazenamento sobre a mensuracdo das MPs. Pontuam que
estudos bem controlados para avaliar o impacto de diferentes temperaturas de
armazenamento (4°, - 20°, - 80° ou -160°) sobre o processamento das amostras sdo
necessarios. Reforcam também a o fato que o tipo de amostra analisada (fresca ou
congelada) deve ser informada, e que amostras frescas devem ser comparadas com

amostras frescas, e congeladas com congeladas.

Descongelamento

Estudando diferentes protocolos para descongelamento, e seu impacto na
mensuracdo das MPs. Trummer et al (124) comparou descongelamento em
temperatura ambiente, com aquele realizado no gelo e a uma temperatura de 37°. A
contagem de MPs foi significativamente reduzida quando as amostras foram
descongeladas em gelo (p = 0,001) quando comparadas aquelas descongeladas em
temperatura ambiente ou a 37°. Autores concluiram que o descongelamento pode
ser realizado a temperatura ambiente ou a 37°, mas ndo em gelo.

Em seu posicionamento, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares

escreve que ha evidéncias na literatura de que as vesiculas extracelulares (incluindo
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as MPs) séo resistentes a ciclos de congelamento e descongelamento. Mesmo assim,
é boa prética informar quantos ciclos de congelamento e descongelamento as

amostras foram submetidas.
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4 OBJETIVOS
Objetivo geral

Quantificar MPs derivadas de leucdcitos, neutrofilos, mondcitos, linfécitos T, células
endoteliais, eritrocitos, e plaguetas em pacientes com El

Obijetivos especificos

1. Auvaliar possivel mudanca no perfil das MPs no decorrer do tratamento antimicrobiano.
2. Avaliar possivel correlacdo das MPs com desfechos clinicos: mortalidade hospitalar,
necessidade cirdrgica, desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e AVC.

3. Comparar o perfil das MPs de pacientes com EIl com o de pacientes com outras
infeccdes bacterianas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Participantes

Como j& mencionado, o0 presente estudo se insere no Grupo de Pesquisas em El do
HC/UFMG, existente desde 2005. Todos os pacientes internados no HC/UFMG com EI suspeita
ou confirmada foram avaliados para inclusdo no estudo. A busca dos pacientes foi feita de forma
ativa e por meio da comunicacdo dos casos suspeitos pelo médico assistente. Para diminuir
possibilidade de diagndsticos tardios ou pacientes ndo avaliados para inclusdo, avisos foram
afixados nos principais setores envolvidos nos cuidados dos pacientes com suspeita de El: sala de

ecocardiografia, unidade de cuidados intensivos e enfermaria.

5.2 Recrutamento

O periodo de inclusdo foi de 2011 a 2017. Os pacientes foram convidados a participar do
estudo de forma voluntaria. Ao concordarem, os pacientes receberam o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), (Apéndice A). O termo foi redigido em linguagem clara, para facilitar
compreensdo de pacientes com diferentes graus de instrucao.

Em linhas gerais, os pacientes autorizaram a utilizagdo de seus dados clinicos e
laboratoriais, além da coleta de 20ml de sangue para analise de marcadores imunoldgicos. N&o
houve qualquer tipo de alteracdo no tratamento em virtude do presente estudo.

Os pacientes incluidos tiveram suas caracteristicas clinicas, laboratoriais e do
ecocardiograma registradas atraves de um protocolo detalhado (Apéndice C). O protocolo conta
com creca de 130 descritores. Esses sdo compostos por fatores predisponentes, manifestagdes
clinicas (incluindo tempo até o diagndstico, sinais e sintomas, eventos tromboembdlicos), exames
complementares (ecocardiogramas, culturas, hemograma, PCR, dentre outros) complicacdes no

decorrer do tratamento e necessidade de cirurgia.

5.3 Critérios de inclusdo e exclusdo
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5.3.1 Pacientes com endocardite infecciosa

O diagnostico de EI e a subsequente inclusdo dos pacientes seguiram os critérios de Duke
Modificados (51). Nesse, 0s casos suspeitos séo classificados em 3 categorias:
o Definitivos: se eles preenchem dois critérios maiores, ou um critério maior e trés
menores, ou cinco critérios menores
e Possiveis: se eles preenchem um critério maior e um critério menor ou trés critérios
menores
e EI excluida: diagndstico alternativo claro, ou resolu¢do da sindrome febril com
tempo de antibioticoterapia menor ou igual a quadro dias, ou ndo confirmacao
patoldgica em estudo de peca cirargica ou autdpsia (com tempo de antibioticoterapia
inferior a 4 dias), ou o caso ndo preencher os critérios para El definitiva ou provavel.
As defini¢Bes dos critérios maiores e menores estdo no quadro 3, apresentado na sessao de
antecedentes cientificos da Endocardite Infecciosa (3.1.8 Diagnostico).

Os critérios de inclusao foram:

e Pacientes com EI possivel ou definitiva, de acordo com os critérios de Duke
Modificado.

e |dade maior ou igual al8 anos

e Consentimento para participar do estudo, com assinatura do TCLE (Apéndice A)

Os critérios de excluséo foram:
e Tempo de antibidtico superior a uma semana, na data de inclusao do estudo.
 Obito antes da coleta da primeira amostra de sangue.

e Paciente submetido a cirurgia antes da obtencdo da primeira amostra de sangue.

5.3.2 Grupo controle

Para compor o grupo de controles doentes, foram selecionados pacientes com outras

infecgBes bacterianas, febre e PCR elevado. Foram consideradas: infeccdo do trato urinario,
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pneumonia, infec¢des da corrente sanguinea, infecgdo de partes moles, neutropenia febril, sinusite,
e enterocolite.

Foram excluidos os pacientes sindrome febril por dengue.

5.4 Calculo amostral

Ao inicio do trabalho, ndo possuiamos estudos prévios que avaliaram o perfil sérico das
MPs na EI, em que pudéssemos basear o calculo amostral. A grande variabilidade na metodologia
de anélise das MPs também limitaria esse calculo. Logo, utilizamos nossa amostra de conveniéncia.
O tamanho amostral conseguido é, como mostrado no decorrer da discussdo, comparavel (ou até
maior) a de outros estudos que avaliaram as microparticulas em diferentes contextos.

Na etapa final, durante a analise dos resultados, resultados preliminares de dois pacientes
permitiram realizagdo de um calculo amostral, feito para se detectar diferenca dos niveis séricos das
MP derivada dos neutrofilos ao diagnostico da endocardite infecciosa e ap6s duas semanas de
tratamento antimicrobiano. Verificou-se uma elevacao de 31,5% no primeiro paciente e de 28,1%
no segundo paciente entre 0 tempo zero e ap6s duas semanas de tratamento. A média dos valores
das MP dos neutrdfilos foi de 72,2 + 45,1 contagens/pL. Dessa forma, estimou-se um aumento de,
pelo menos, 25% nos niveis séricos das MP derivada dos neutréfilos apoés duas semanas de
tratamento. Assim, considerando-se erro alfa de 0,05, beta de 0,20 (poder estatistico de 80%),

obteve-se amostra de 54 pacientes. Para os célculos, utilizou-se software G Power, versédo 3.1.

5.5 Obtencdo e processamento das amostras

Seguida incluséo no estudo, foram coletadas as amostras de sangue. A mesma foi realizada
pelo corpo técnico do laboratério do Hospital das Clinicas da UFMG, mediante autorizacdo do
setor responsavel. Nos pacientes com EI, sempre que possivel, as amostras foram coletadas em trés
momentos:

e TO: logo apos incluséo no estudo, de preferéncia antes do inicio de antimicrobianos
ou em até uma semana apos inicio destes.
e T1: duas semanas ap0s o inicio do tratamento antimicrobiano

e T2: ao término do tratamento com antimicrobiano
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Para o grupo controle, tanto o grupo saudavel como o grupo doente, as amostras foram
coletadas em um unico tempo.

Pacientes do periodo de 2011 a 2013 tiveram suas amostras analisadas em um primeiro
trabalho do grupo, que avaliou o perfil das interleucinas na El (7). Tais amostras foram mantidas
conservadas a -80 graus em freezer do Laboratorio René Rachou, e acessadas desta vez para o
estudo das MPs. As amostras coletadas no periodo de 2014 a 2017 se inseriram no projeto de
analise das MPs. Todas as amostras seguiram a mesma metodologia de coleta e armazenamento,
ja que o presente estudo é fruto da continuidade do projeto de pesquisa dos marcadores
inflamatorios na endocardite infecciosa.

Foram coletados um tubo de soro 3.5ml (tampa vermelha) e um tubo de citrato 3.2ml (tampa
azul). As amostras foram centrifugadas a 3000 x g durante 15min, para obtencéo do plasma pobre
em plaquetas. Buscou-se um tempo entre a centrifugacdo e coleta foi de no maximo 60min. O
material sobrenadante foi transferido para tubos, com identificacdo com a data, tipo de material
(soro ou plasma) e nome do paciente.

As amostras foram inicialmente armazenadas em freezer do Laboratorio Central do
Hospital das Clinicas da UFMG, a — 20 graus, e depois transferidas para freezer préprio na
Faculdade de Medicina da UFMG, onde também foram mantidas a temperatura de — 20 graus.
Posteriormente, as caixas com as amostras foram enviadas para freezer do Laboratério de
Biomarcadores de Diagndstico e Monitoramento do Centro de Pesquisas René Rachou
(FIOCRUZ), onde foram mantidas a — 80°C.

5.6 Identificacdo das microparticulas por citometria de fluxo

5.6.1 Obtencao das microparticulas

A analise das MPs foi realizada no Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e
Monitoramento do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ). Amostras colhidas em citrato
de sédio foram descongeladas a 37°C, sendo novamente centrifugadas a 13.000 x g por trés minutos

para obtencdo de plasma livre de plaquetas. Em seguida, 100 pL desse plasma foi diluido em
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solucéo de PBS (do inglés phosphate buffered saline) contendo citrato de sédio e heparina sédica
(1 pg/mL), numa dilui¢do 1:3, e 0 material novamente centrifugado a 14.000 x g por 90min, a 15°C.
O sedimento rico em MPs foi ressuspenso no tampdo de ligacdo a anexina V, 1x (BD

Biosciences, California, US).

5.6.2 Andlise das microparticulas por citometria de fluxo

O processo de identificacdo das MPs nas amostras foi realizado de acordo com protocolo
de estudos previamente publicados (125, 126). Sua identificacdo se deu por: (1) selecdo pelo
tamanho das microparticulas; (2) identificacdo por marcador universal de MPs, no caso a
fosfatidilserina; (3) identificacdo por um marcador especifico da célula de origem.

O citdometro foi calibrado com base na dispersdo frontal e lateral de microbeads
fluorescentes de tamanho definido — 0,7 a 0,9 um (SPHERO™ Amino Fluorescent Particles-
Spherotech Inc. Libertyville, Illinois, US). A identificacdo da presenca de fosfatidilserina na
membrana das MPs foi feita por meio da sua marcacdo pela anexina V. Eventos previamente
selecionados postivos para anexina V foram marcados para diferentes subpopulagdes celulares
presentes no sangue periférico por meio da utilizacdo de anticorpos monoclonais marcados com
ficoeritrina (PE) (BD Biosciences, California, US).

A caracterizacdo fenotipica das MPs e a determinacdo de sua origem celular se deu com a

incubacdo de 100uL do plasma contendo as MPs com 0s seguintes anticorpos especificos:

e CD41a-PerCP - plaquetas

e CD51/61-PE - células endoteliais
e (CD235a-PECY5 - eritrocitos

e CDA45-PE - leucdcitos

e CD14-PercCP - monocitos

e CD66b-PE - neutrofilo

e CD3-PE - linfécito T

Como controle, foram utilizados anticorpos IgG de camundongos, marcados com FITC e PE

(controle de isotipo). Apds a adicdo dos anticorpos, as amostras foram incubadas por 30 minutos,
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protegidas da luz. As MPs foram ressuspensas em 100 puL do tampéo de ligagcdo de anexina V (BD
Pharmingen) e, finalmente, 5 uLL de anexina V foram adicionados. Todos 0s reagentes e anticorpos

utilizados na citometria de fluxo foram da BD Biosciences. Excecbes foram apontadas.

5.6.3 Quantificacdo das microparticulas

As amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCan (Becton-Dickinson,
California, US). Um minimo de 100.000 eventos foram adquiridos em cada amostra, para alcancar
ao menos 5000 eventos dentro da janela das MPs.

Na determinacao do numero de MPs por microlitro, o citbmetro foi configurado para operar
em alto fluxo por 60 segundos em cada amostra. O nimero de MPs/ul foi calculado como descrito
no estudo de Faille et al (127), de acordo com a seguinte férmula:

e MPs/ul = (N x 500) / (60 % 100), onde:

N é o numero de eventos adquiridos na regido das MPs, 500 € o volume utilizado de plasma
para obtencdo do plasma livre de plaquetas, antes da fenotipagem, 60 é o volume da amostra
analisada em um minuto de aquisicdo e 100 € o volume original da suspensdo de MP a serem

fenotipadas.

5.7 Valores de referéncia

Como valores de referéncia para populacdo saudavel, utilizamos aqueles obtidos pelo
mesmo laboratério (René Rachou), com protocolo comparavel, derivados de 30 doadores de sangue
saudaveis. Os valores de referéncia das MP foram: até 75 contagens (n)/uL para MPs de leucdcitos;
até 75 n/ uL para MPs de neutrofilos; até 75 n/uLL para MPs de mondcitos; até 45 n/ ulL para MPs
de linfocitos T; até 45 n/uL para MPs de eritrocitos; até 54 n/uL para MPs de endotélio; até 90
n/uL para MPs de plaquetas.

5.8 Andlise estatistica

Os dados foram organizados em banco de dados e analisados empregando-se o software
estatistico IBM SPSS 23 (Chicago, Illinois, US). As varidveis qualitativas foram expressas por

meio do uso de frequéncias e porcentagens. As variaveis quantitativas foram expressas utilizando-
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se de medidas de tendéncia central (média para os dados de distribuicdo normal e mediana para 0s
de distribuicdo ndo normal) e de dispersdo (desvio padrdo e intervalo interquartilico). A
comparacao entre os pacientes com endocardite e os controles doentes foi realizada empregando-
se 0 teste de qui-quadrado para as variaveis categoricas, o teste t de Student ou teste de Mann-

Whitney para as varidveis continuas, conforme apropriado.

As alteracOes das microparticulas nos trés tempos foram comparadas por meio do teste de
Kruskal Wallis. Para se determinar as variaveis preditoras de morte durante a internacao hospitalar,
utilizou-se regressdo logistica. Um valor de p < 0,05 foi considerado como de significancia

estatistica.

5.9 Aspectos éticos

Trata-se de estudo observacional, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(Parecer n°® ETIC 412/06). Como ja informado, o TCLE foi assinado pelos pacientes ou seus

responsaveis no momento da inclusao do estudo.

5.10 Pesquisa e normatizacdo bibliogréfica

Considerando-se El, para a busca na base MEDLINE, utilizou-se como descritores 0s
termos ‘“‘endocarditis”, “endocarditis, bacterial”’, associados as palavras chaves “infectious
endocarditis”, “bacterial endocarditis”, “bacterial endocarditides” ou “endocarditis”. Para MPs,
utilizou-se o descritor “cell-derived microparticles”, associado as palavras chaves "cell-derived
microparticles", “microparticle”, "cell derived microparticles" ou “microparticles”. A excegio dos
trabalhos classicos, os artigos selecionados sdo do periodo de 1997 a 2017.

As referéncias bibliograficas foram normatizadas segundo o estilo Vancouver.
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

6.1 Artigo Cientifico

ABSTRACT

Cell-derived microvesicles in infective endocarditis: role in diagnosis and potential for risk

stratification at hospital admission.

SUMMARY:

Obijectives: To characterize the plasmatic profile of cell-derived microvesicles (MVs) at diagnosis
and during the treatment of patients with infective endocarditis (IE).

Methods: Blood samples from 57 patients with IE were obtained on 3 consecutive moments: upon
admission (TO0), at 2 weeks (T1), and at the end of treatment (T2), and were compared with 22
patients with other bacterial infections. MPs were measured by flow cytometry and labeled for
specific cell markers of CD45 (leukocytes), CD66b (neutrophils), CD14 (monocytes), CD4la
(platelets), CD51 (endothelial cells), CD3 (T lymphocyte) and CD235a (erythrocytes).

Results: MVs from platelets (pltMVs), leukocytes (leukMVs), neutrophils (neutMVs), monocytes
(monoMVs) and lymphocytes (lymphMVs) were significantly more elevated in the patients with
IE, compared to the patients with other bacterial infections, despite comparable age, sex, blood
counts and C reactive protein levels. MVs values revealed a relatively stable pattern over time in
IE, except for a significant increase in leukMVs and neutMVs in T1. LeukMVs (p = 0.011),
neutMVs (p = 0.010), monoMVs (p = 0.016) and lymphMVs (p = 0.020), measured at admission,
were significantly higher in IE patients that died during hospitalization in comparison with those
that survived. In a multivariable analyses, the levels of neutMVs remained as an independent factor
associated with mortality (odds ratio 2.203; 95% confidence interval 1.217 - 3.988; p = 0.009),
adjustment for heart failure during the treatment.

Conclusions: Plasma levels of pltMVs, leukMVs, neutMVs, monoMVs and lymphMVs were
significantly more elevated in patients with IE than in patients with other bacterial infections at
hospital admission. Furthermore, neutMVs at admission have been identified as an independent
predictor of mortality in patients with IE. Thus, cell derived MPs may become an important tool in

the differential diagnosis and mortality risk assessment early in the course of IE suspected cases.
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Introduction

Infective endocarditis (IE) is the microorganism infection of the endocardium known for its high
morbidity and mortality in spite of treatment(1). The clinical presentation and outcome are largely
determined by the immune and inflammatory response influenced by the host-pathogen interaction.
The complex pathogenesis of this condition is a challenge, and understanding the immune-

inflammatory cell pathways can be a step closer to improve disease management.

In the last decades, studies have demonstrated a role of cell-derived microvesicles (MVs) in the
immune-inflammatory response in several diseases. MVs are small vesicles, typically around 100
1,000 nm in size, released from the plasma membrane by activated, injured, or apoptotic cells (2,
3). Although there is no consensual definition of MVs(4), MVs are larger than exosomes, their
density is unknown and they are usually isolated at 10,000 to 20,000 x g by centrifugation. MVs
are often called microparticles (MPs), although the term “microparticles” has also been used for
total populations of vesicles isolated from human plasma at 100,000 x g and such populations will

contain exosomes (5).

The release of MVs have been demonstrated in physiological (6) and pathological conditions acting
as intercellular messengers(7). The number and constitution of the released MVs depends on the
cell type and its state, and on the environmental conditions(8). MVs have been studied in sepsis
(9-12), where they were demonstrated to be associated with microvascular dysfunction, organ
damage (9) and coagulation abnormalities (13). MVs have also been associated with
thromboembolic events in patients with cancer (14), and with plaque instability in coronary artery
disease (15). Some studies demonstrated that the total number of MVs, including the MVs derived
from platelets, monocytes and endothelium, was significantly higher in patients with type 2
diabetes mellitus than in non-diabetic controls (16, 17). In chronic obstructive lung disease,
endothelium derived MVs have been associated with the grade of lung destruction, airflow

limitation and disease exacerbation(18).

Taking all together, it is possible that MVs participate in the pathophysiology of IE. However, up
to this date, there are no studies evaluating the profile of plasmatic MVs in IE. Therefore, the aim
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of our study was to characterize the profile of MVs released by different cells in IE, compare their
kinetics during the disease treatment, and evaluate their potential for predicting clinical outcome.

Methods

Between August 2011 and January 2017, 65 patients with definite IE, according to the Duke’s
Modified Criteria (19), consecutively admitted to the University Hospital, Federal University of
Minas Gerais, Brazil were evaluated for inclusion in the study. Exclusion criteria were IE patients
who were taking antibiotics for more than one week prior to the moment of inclusion in the study,
and those who died or underwent cardiac surgery before the collection of the first blood sample for
MVs measurement. The Institutional Ethics Committee approved the study protocol and written

informed consent was obtained from all the participants.

After being included in the study, the patients were followed during hospitalization, and their
clinical, laboratorial and echocardiographic data were recorded in the study protocol. Blood

samples for MVs measurement were obtained at 3 consecutive times, as follows:

TO | At the diagnosis of infective endocarditis
T1 | Atthe 15" day of antibiotic treatment
T2 | Before hospital discharge

Blood sample for MVs quantification was collected before the beginning of the antibiotics or within
the first week of treatment, we meant that the TO sample was collected at the time of diagnosis,
preferably before the beginning of the antibiotics. Patients who had already been taking antibiotics
at the time of diagnosis had the TO sample collected only if they had been taking it for less than 7
days, otherwise they were excluded from the study. At the later situation, it was not collected at
the same day for every single patient because the time from antibiotic initiation and the definition
of the IE diagnosis varied among them. Then, T1 samples were collected at day 15™ of antibiotic

treatment for every single patient, and T2 after completing the treatment, before hospital discharge.

The endpoint analyzed in this study was overall mortality related to any complication of IE during

hospitalization.
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The data of the patients with IE were compared with those of a control group, consisting of 22
patients with other bacterial infections that presented with fever and elevated C-reactive protein
(CRP) serum levels. The other infections comprised pyelonephritis (8 cases), pneumonia (7 cases),
catheter-related bloodstream infection (6 cases), and monoarthritis (1 case) without any organ
dysfunction and any other sign of severity. Samples from the control group were collected only
once, i.e. by the time of their enrollment in the study. As for the IE group, blood sample for MVs
quantification was collected before the beginning of the antibiotics or within the first week of the

use of these agents.

Sample preparation and MVs measurement

Citrated peripheral blood samples (3.2mL) was centrifuged at 3,000xg for 15 minutes, and then the
plasma was cooled at -20°C before storage at -80°C. Immediately before analyses, the samples were
thawed at 37°C and were further centrifuged at 13,000xg for 3 minutes to obtain platelet-free
plasma. The latter was diluted 1:3 in citrated phosphate buffered saline (PBS) containing heparin
and centrifuged at 14,000xg for 90 minutes at 15°C. The resultant MVs pellet was then resuspended
in 1x annexin V binding buffer (BD Biosciences, CA).

MVs were measured by flow cytometry. MVs selection was based on particle size, presence of a
common surface marker (phosphatidylserine) and specific surface antigens according to the cell
origin as described elsewhere (20-22). In the first step, the MVs isolated from plasma were gated
(R1) based on their forward (FSC) and side (SSC) scatter distribution compared to the distribution
of synthetic 0.7-0.9um SPHERO™ Amino Fluorescent Particles (Spherotech Inc. Libertyville, IL).
After that, events present in R1 were accessed for their positive staining for annexin V (BD
Bioscience, CA), which binds to phosphatidylserine. To properly place gates, mouse IgG PE
conjugated isotype control monoclonal antibodies (mAbs) were used. Finally, annexin V+ events
were gated with conjugated mAbs against the cell markers CD45-PE (leukocytes), CD66b-PE
(neutrophil), CD14-PercCP (monocytes), CD3-PE (T lymphocyte) CD41a-PercCP (platelets),
CD235a-PECy5 (erythrocytes) and CD51/61-PE (endothelial cells).
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All reagents and mAbs used in the flow cytometry experiments were from BD Biosciences
(Becton-Dickinson, CA), unless otherwise stated. The samples were analysed in a FACScalibur
flow cytometer (Becton-Dickinson, CA). Over 100,000 events were acquired on each sample to
reach at least 2,000 events within the MVs gate.

The cytometer was set to operate at a high flow rate setting for 60 seconds for each sample. The
number of MVs/uL of plasma was calculated as described elsewhere(23): MVs/uL = (N x 400)/(60
% 100), in which N is the number of events, 400 is the total volume of the tube before analysis, 60
is the sample volume analyzed, and 100 is the original volume of MPs suspension used to perform

the phenotyping protocol.

Normal reference values

As normal reference values we used the ones obtained in the same research laboratory (Instituto
René Rachou, FIOCRUZ Minas), with similar protocol analyses, derived from 30 healthy blood
donors. MPs reference values were: until 75 counts/pL for leukocytes MPs (leukMVs); until 75
counts/pL for neutrophils MPs (neutMVs); until 75 counts/puL for monocytes MPs (monoMVs);
until 45 counts/uL for T lymphocytes MPs (lymphMVs); until 90 counts/uL for platelets MPs
(pltMVs); until 45 counts/pL for erythrocytes MPs (eryMVs); and until 54 counts/uL for
endothelium MPs (endoMVs).

Statistical analysis

Categorical variables, expressed as numbers and percentages, were compared using chi-square
testing, whereas continuous data, expressed as median and interquartile range (IQR), were
compared using the Mann-Whitney U test, as appropriate. Logistic regression model was
constructed to test the independent association between MVs concentrations and death, after
adjustment for other covariates. The data were analyzed using SPSS 23.0 statistical software
(SPSS, Chicago, IL) and Prism GraphPad software, version 5 (San Diego, CA).

Results
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The baseline characteristics of the 57 patients classified as having definitive IE are shown in Table
1. Median age of the IE patients was 50 years (IQR 39-64 years), and 33 (58%) individuals were
male. Native valve IE was observed in 32 (56%) cases, followed by prosthetic valve IE in 15
patients (26%) and device-related IE in 10 (17.5%). The most common predisposing condition was
rheumatic valve disease (29.8%) and the most common comorbidity was chronic renal disease
(22.8%). One patient had HIV infection, none was illicit drug user. The most prevalent agent was
coagulase-negative Staphylococcus, which was isolated in 15 (26%) of the cases, followed by

Streptococcus spp (12%) and S. aureus (10%). Culture-negative IE represented 29.8% of the cases.

Transesophageal echocardiography was performed in 47 (82%) of the patients and transthoracic
echocardiogram in the remaining 10 (17.5%). Vegetations were identified in 49 patients (86%) and

20 (35%) vegetations were described as >10mm.

There was no significant difference between the IE group and the group with other bacterial
infections regarding age, CRP levels, hemoglobin concentrations, white blood cell counts, platelets

counts and creatinin levels (Table 2).

A high proportion (>84%) of patients in the IE group and in the control group of the other bacterial
infections presented levels of all MVs phenotypes above the reference values. The comparison of
the MV counts between the group of other bacterial infections and IE patients (at admission)
demonstrated significantly higher levels of the leukMVs (p=0.032), neutMVs (p=0.023),
lymphMVs (p=0.034) and pltMVs (p=0.020) in the IE patients

Microvesicles counts during treatment

During hospital stay, 17 patients died with an overall mortality rate of 30%. Twenty-five patients
(44%) were submitted to cardiac surgery, chiefly due to development of heart failure (51%). The
median time between the diagnosis and the surgery was 9 days (IQR 3-17 days). Neurologic events
occurred in 11 (19.3%) patients and the most prevalent was ischemic stroke, which was observed
in 9 (15.8%) individuals.
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Figure 1 shows MVs levels during treatment course. LeukMVs, pltMVs and endoMVs presented
the highest levels. There were a higher count of leukMVs (p=0.049) and neutMVs (p=0.033) in TO

compared with T1.

To analyze the potential value of MVs in predicting early mortality, initially we compared MV
levels at admission (T0) and at T1 between the patients who died within the first 2 weeks and those
who survived at least 2 weeks after diagnosis. We found that the counts of leukMVs (p=0.018),
neutMVs (p=0.009), monoMVs (p=0.015) and lymphMVs (p=0.019) measured at TO were
significantly higher in the patients who died compared to those who survived (Figure 2). MV levels
at different times (TO, T1, T2) are shown in Figure 3 (A and B). Although pltMVs levels at T1
were higher in those who died, this difference was not significant, as there were a wide variation
in pltMVs during the disease evolution. Additionally, mean platelet volume (MPV) values, which

were 8.7 + 2.6fL presented no differences between the patients who died and survived.

There were no significant differences in MV levels at admission concerning the need of surgery,
cerebral event, or development of heart failure. In the logistic regression analyses, the levels of
neutMVs at admission remained as an independent predictor of death, after adjustment for
worsening of heart failure during the course of IE (odds ratio 2.203; 95% CI 1.217 - 3.988;
p=0.009).

Discussion

As far as we know, this is the first study describing the plasma concentrations and kinetics of MVs
in patients with IE, and also comparing IE MV levels with those observed in other bacterial
infections. All MVs phenotypes demonstrated elevated plasma levels during infection (IE and the
other bacterial infections groups) when compared with reference values defined in a healthy
population. Despite comparable age, sex, white blood cell count and CRP levels, we observed
significantly higher baseline levels of leukMVs, neutMVs, lymphMVs and pltMVs in the IE group.
This suggests a greater activation of these cells in IE resulting in higher MVs production. MVs
levels stratified by mortality showed higher levels of leukMVs, neutMVs, monoMVs and

lymphMVs at admission in the patients who died compared with those who survived. After
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adjustment for development of heart failure, which is the main complication of IE, neutMVs at
baseline remained predictor of death.

Extracellular vesicles (EVs) encompass a broad range of vesicles released from cells (3). EVs can
be classified into different subsets according to their size, cellular origin, content or the mechanism
leading to their formation. At present, at least 3 main subgroups of EVs have been defined. MVs,
also referred to as microparticles, are vesicles typically around 100-1,000 nm in size (3, 24, 25).
Exosomes are smaller cell-derived vesicles that are present in all biological fluids. Their diameter
is between 30 and 100 nm, the density ranges between 1.13 and 1.19 g/ml and the morphology has
been described as cup-shaped. Apoptotic bodies are larger vesicles containing nuclear materials.
In our study we have analyzed EVs from 500nm to 900nm, thus our population was constituted of

MVs, without overlap with exosomes.

In the IE patients, the highest levels of MVs were derived from leukocytes, followed by those
derived from platelets and endothelial cells. Studies that evaluated patients with sepsis (26) and
meningococcal disease (27) demonstrated similar findings. The elevation of neutMVs levels found
in our patients with IE is also similar to the results of Timar et al. (28) that demonstrated a 6-fold
increase in the release of neutMVs, comparing patients with S. aureus bacteremia with healthy

individuals.

In some studies concerning other diseases in which MVs counts were performed, the authors
observed a predominant increase in pltMVs differently from what was observed in the present
study, in which leukMV counts were very similar to those of pltMVs in both cases and controls
with other infections. As those studies included patients who were critically-ill, including
meningococcal infection with septic shock (27), acute Plasmodium vivax malaria (20), and sepsis
admitted to an intensive care unit (26) and probably presented an acute phase response more
exacerbated than that exhibited by our cases. The intensity of the acute phase response and the
more acute character of the infection may be possible explanations for the observed difference.

However, the possibility of influence by pre-analytical factors cannot be ruled out.

Microvesicles kinetics during the treatment
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There are few studies reporting MVs kinetics, determined by flow cytometry, during treatment of
infectious diseases; furthermore, most of them are cross-sectional and none of them in IE. We
observed increase in the leukMVs and neutMVs serum concentrations from admission (TO0) to the
end of the second week of treatment in the IE patients (T1). An interesting observation was the
course of pltMVs in surviving patients. Overtime, the pltMVs tended to increase which may
represent a protective role of pltMVs during IE. This in agreement with a study that found a
negative correlation between pltMVs and organ dysfunction in the patients who died due to severe
sepsis (29). However, on T1, nonsurviving group had an important increase in pltMVs as well, but
the pltMV levels were lowered again at T2.

It can be speculated a possible influence of cardiac surgery on this finding as in our cohort, 44%
of the patients underwent surgery, in a median of 9 days after the diagnosis (before obtaining data
of T1). However, the half-life of MVs seems to be very short. Rank et al. (30) reported that pltMVs
half-life in humans is 5.8 hours(30). A shorter time (90% clearance after 30 minutes) was reported
in an animal study of exosomos released by erythrocytes (31). Furthermore, Fu et al. (32) did not
find any difference in the total MVs concentrations comparing the MP levels before surgery with
those obtained 12 and 72 hours after the procedure. A possible explanation for this finding is the
above described short half-life of MVs. Thus, we cannot attribute the enhancement of leukMV and
neutMV levels observed in our study to the surgical procedure. Nevertheless, it is known that
cardiopulmonary bypass surgery provokes an inflammatory state that is able to induce MVs

release(33).

Value of microparticles in predicting mortality

The mechanisms that stimulate MVs release are cell activation and apoptosis, in a process
involving cytokine and endotoxin release, complement lysis, oxidative stress and high shear stress

(34, 35), which may predict disease severity.

The association between MVs levels and clinical outcomes has been investigated in other diseases.

Zafrani et al. (36) demonstrated that preventing the release of MVs was associated with a decrease
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in microvasculature dysfunction and higher survival in animal models of sepsis. Delabranche et al.
(13) found increased leukMVs levels in patients with sepsis that developed disseminated
intravascular coagulation. In agreement with our finding that neutMVs were predictors of mortality
during hospitalization, a previous study showed a high mortality rate in septic mice injected with
neutMVs(37).

Other authors have explored the mechanisms that could explain the association between leukMVs,
neutMVs, monoMV:s or lymphMvs and high mortality. When looking for mechanisms, is important
to take into account that the role of MVs depends on their composition, which is related to the cell
of origin and the target cell. MVs from T lymphocytes are capable of inducing pro-inflammatory
peptides, nitric oxide-synthesis and cyclooxygenase-2 expressions, especially in the middle layer
of the vessels (38). MonoMVs induce, in a concentration-dependent manner, reactive oxygen
species production, cytokine release and nuclear factor kappa B (NF-Kb) activation in monocytes
and macrophages (39).

Illustrating the complexity of MVs effects, neutMVs have been reported to be pro or
antiinflamatory, depending on the target cell (40). Gasser et al. (41) observed that neutMVs are
capable of provoking a dose-dependent release of the anti-inflammatory cytokine transforming
growth factor B1 (TGF-B1) on macrophages, as well as a decrease in the release of interleukin (IL)-
6, CXCL-8 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). Johnson et al. (37) demonstrated in animal
model that the administration of neutMVs was associated with increase in bacterial load and IL-10
levels, and a decrease in macrophage activation. Otherwise, it was demonstrated that neutMVs
caused a pro-inflammatory response on platelets (42) and endothelial cells (43). As an effect of the
IE antimicrobial therapy, the ongoing bacteria destruction and clearance cause continuing antigen
exposure, increasing the stress and pro-inflammatory factors release, resulting in activation of
neutrophils and elevation of neutMV levels during the course of treatment, especially during the
initial phase when the destruction of bacteria is more intense. However, further research, comparing
the MVs levels with the release of cytokines, endotoxins, complement lysis, oxidative stress and
high shear stress could clarify their effects. Irrespective of their role, plasmatic counts of MVs,

specifically neutMVs, may be a useful prognostic tool for risk assessment during the hospitalization
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of IE patients. The possible mechanisms implicated in this poor outcome, as well as the final MVs

effect (by enhancing a pro or an antiinflamatory state) deservers more investigation.

In this context, knowledge about the role of platelets in the development and severity of various
conditions, in addition to thrombosis, continues to appear, especially in relation to the areas of
inflammation and immune response (44). As elevated mean platelet volume (MPV) indicates
increased platelet activation, this index has been studied in several disorders. Some authors
observed that the MPV was higher in patients with IE than in health controls and decreased
significantly after treatment (45, 46). It has also been demonstrated that IE patients who present
embolic events had increased MPV values, compared to those who do not present this complication
(47, 48). Furthermore, previous history of IE, S. aureus infection, end-stage renal disease,
depressed left ventricular ejection fraction, early surgical intervention, vegetation size >10 mm,
presence of perivalvular abscess, higher on-admission platelet count, CRP and MPV levels
emerged as independent predictors of in-hospital poor outcomes (48). Thus, high MPV values may
be a biomarker of unfavorable outcome in IE, especially regarding the increased risk of
thromboembolic events. Additionally, it is possible to speculate that platelets may play a role in
the mortality of these patients. However, it was demonstrated that several diseases, including local
or systemic infections and many drugs may potentially affect MPV levels (48). Thus, further
studies taking into account the factors that may affect MPV are necessary to assess the actual

associations between MPV and IE.

The lower limit of detection of the cytometer that was used in our investigation (0.7um) did not
allow the detection of smaller MVs, which is a limitation of the present study. In addition, our
sample size and number of deaths limited the possibility to adjust for more variables in the

multivariable analyses.

Conclusions

This study demonstrated that MVs derived from platelets, leukocytes, neutrophils, monocytes and
lymphocytes were significantly more elevated in patients with IE than in patients with other

bacterial infections. MVs concentration from leukocytes and neutrophils were higher at IE
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diagnosis than at 2 weeks of treatment. Moreover, MVs from neutrophils have been identified as
an independent predictor of mortality in patients with IE. Therefore, cell derived MVs could
become an important tool in the differential diagnosis and mortality risk assessment of patients
with suspected IE at admission. However, studies with larger sample size are needed before

drawing definitive conclusions.
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TABLES

Table 1- Baseline characteristics of the study population

Variable Value
Age (years) 50 (39-64)
Male 33 (58.0)
Diabetes mellitus 9 (15.8)
Chronic renal disease 13 (22.8)
Predisposing conditions

Rheumatic valve disease 17 (29.8)
Degenerative valve disease 9 (15.7)
Mitral valve prolapse 11 (19.2)
Congenital heart disease 5(8.7)
Central venous catheter 7(12.0)
Previous infective endocarditis 2(3.4)
Clinical Findings

Fever 45 (80.0)
Weightloss 30 (53.0)
Anorexia 37 (65.0)
Musculoskeletal manifestation 12 (21.0)
Heart murmur 44 (77.0)
Microbiologic Etiology

Coagulase-negative Staphylococcus 15 (26.3)
Streptococcus spp 7(12.3)
Staphylococcus aureus 6 (10.5)
Gram negative rods 5(8.8)
Enterococcus spp 3(5.3)
Fungi 2 (2.5)
Negative culturefindings 17 (29.8)
Complications and outcomes

In-hospital death 17 (30.0)
Early surgery 25 (44.0)
Development of heart failure 29 (51.0)
Fever >10 days (on treatment) 8 (14.0)
Neurologic event 11 (19.0)

Data are expressed as absolute numbers (percentage) and median (interquartile range).



patients with other bacterial infections

Table 2-Demographical and laboratorial features of the patients with IE compared with the

Variable Cases Controls P value
(n=57) (n=22)

Age (years) 51.0 (39-64) 56.6 (23-67) 0.411

Male (n/%) 33 (58) 10 (41) 0.457

C-reactive protein (mg/L) 76 (37-183) 139 (50-240) 0.610

Hemaoglobin (g/dl, mean) 10 (9-11) 11.5(9-13)  0.007

Leukocytosis (x10%/ul) 11 (7-14) 10 (5-13) 0.218

Platelets (x10%/ul) 181 (137-251) 186 (115-267) 0.732

Creatinin (mg/dI) 1.08 (0.8/1.7)  0.97 (0.8/1.2) 1.000

Microvesicles (counts/pL)

Leukocytes 560 (239-832) 313 (200-503) 0.032
Neutrophils 275 (138-478)  135(94-265) 0.023
Monocytes 202 (121-428) 110 (82-210) 0.051
Lymphocytes 200 (130-303) 119 (58-241) 0.034
Erythrocytes 166 (85-305) 111 (58-217) 0.110

Endothelium 428 (244-728) 242 (212-380) 0.054

Platelets 536 (341-1119) 317 (218-492) 0.020

Data are expressed as the median (interquartile range).
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MVs kinectis during treatment
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Figure 1: MVs levels from different phenotypes, at TO (admission), T1 (two weeks of treatment)
and T2 (end of treatment) in IE patients. Data are expressed as median. Leuk = microvesicles from
leukocytes; Neut = microvesicles from neutrophils; Mono = microvesicles from monocytes;
Lymph = microvesicles from T lymphocytes; Ery = microvesicles from erytrocites; Endo =
microvesicles from endothelium; Plt = microvesicles from platelets. Statistically significant
differences (p <0.05) between the times TO and T1 are indicated by an asterisk above the symbol

related to each group.
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Figure 2: Comparison between levels of microvesicles (MVs) at TO (admission), in infective

endocarditis patients who survival (white bars) or died (grey bars) during hospitalization. The
results are expressed as percentage in box plot format. The box extends from the 25th percentile to
75th percentile, with a horizontal line at the median (50th percentile). Whiskers extend from the
lowest value to the 25th percentile and from the 75th percentile to the highest value, showing the

range of data distribution. Statistical significance is indicated in each graph.
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Figure 3A: Radar graphics showing MVs levels according to the cell origin at different times (TO,
T1, T2) in survivals and non-survival patients. TO = admission; T1 = 2 weeks of treatment; T3 =
end of treatment; Leu = MVs from leukocytes; Neu = MVs from neutrophils; Mon = MVs from
monocytes; Lym= MVs from T lymphocytes; Eri = MVs from erytrocites; End = MVs from

endothelium; Pla = MVs from platelets.
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Figure 3B: Kinetics of circulating microvesicles (MVs) from endocarditis patients, according to
non-fatal and fatal cases at different times (TO, T1, T2). TO = admission; T1 = 2 weeks of treatment;
T2 = end of treatment. The results are expressed as percentage in box plot format. The box extends
from the 25th percentile to 75th percentile, with a horizontal line at the median (50th percentile).
Whiskers extend from the lowest value to the 25th percentile and from the 75th percentile to the

highest value, showing the range of data distribution. Outliers values was plotted as individual
points.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Um crescente corpo de evidéncias tem demonstrado o uso das MPs como biomarcadores
promissores, nos mais variados contextos clinicos. Demonstramos sua aplicabilidade na EI. O
emprego das MPs esbarra nas dificuldades impostas pela mensuracdo de vesiculas de dimensdes
micromeétricas, na falta de padronizacao e nos varios fatores analiticos e pré-analiticos que podem

influenciar os resultados.

Explorar as possibilidades das MPs foi uma tarefa desafiadora. Tratava-se, para o autor, de
campo praticamente desconhecido. Adentrar por esse mundo exigiu muita leitura e pesquisa. Ao
final do trabalho, escrevendo sobre esses novos biomarcadores e fazendo uma interface clinica com

uma doenca de grande importancia como a El, senti os esforcos recompensados.
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8 CONCLUSOES

As concentracfes plasmaticas das MPs leucocitos, neutrofilos, monadcitos, linfocitos e
plaquetas foram significativamente mais elevadas nos pacientes com EI em relacdo a outras
infeccOes bacterianas. Exceto pela elevacdo significativa das MPs derivadas dos leucocitos e
neutrdfilos ao final da segunda semana de tratamento, os niveis das MPs apresentaram um padréo
relativamente estavel ao longo dos trés tempos avaliados. Todas as MPs derivadas dos leucocitos,
incluindo neutrofilos, mondcitos, e linfécitos estavam elevadas nos pacientes que progrediram para
0 6bito, comparando-se com os sobreviventes. As MPs apresentam um valor potencial na El,
auxiliando no diagnostico diferencial com outras outras infec¢des bacterianas, e util na

identificacdo dos pacientes com maior risco de oObito.
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10 APENDICES

APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com El

Vocé, , paciente do Hospital
das Clinicas da UFMG, esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa e tem o direito
de saber sobre sua participacéo.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolugdo de pacientes que, como
vocé, foram acometidos por endocardite infecciosa (doenga que acontece quando hd uma infecgédo
dentro do coracdo) ou infeccdo de dispositivo cardiaco (marcapasso, cardiodesfibrilador
implantavel ou ressincronizador cardiaco). A pesquisa contribuird para um melhor conhecimento
dessa doencga no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo revisados os prontudrios e analisados 0s
dados clinicos e laboratoriais de pacientes acometidos por endocardite infecciosa tratados no
Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de 1995 - 2004 e a partir de 2005.

Todos estardo livres para decidir participar ou ndo desta pesquisa. Nao havera qualquer
onus nem compensacdo financeira para aqueles que concordarem em participar. Cabera aos
participantes permitir a revisdo do prontuario e a utilizacdo de seus dados clinicos e laboratoriais
na pesquisa, bem como e concordar com a coleta de uma amostra de 5 mL de sangue para a
realizacdo de dosagem de substancias envolvidas no processo inflamatorio.

Seré utilizado material estéril e descartavel para a coleta de sangue, que serd feita por
profissional experiente. A coleta de sangue causa apenas um pequeno desconforto pela picada da
agulha, associando-se a risco minimo de infeccéo.

Todos os individuos tém o direito de se recusar a participar da pesquisa, bem como de
desistir da participacdo, caso tenham concordado inicialmente. N&o haverd qualquer
comprometimento da sua assisténcia no caso de recusa ou desisténcia.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados coletados somente para esta
pesquisa. Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de comunicacdo cientifica, ndo
permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Vocé podera fazer contato com as pesquisadoras Prof? Dr2 Maria do Carmo Pereira Nunes, pelo
telefone (31)9951-0773 e Prof® Dr? Teresa Cristina de Abreu Ferrari, pelo telefone (31) 9984-6725,
sempre que julgar necessario.

Caso aceite participar, € necessario que vocé assine o termo de consentimento abaixo:

Eu, , registro numero
no Hospital das Clinicas da UFMG, ap0s ter sido esclarecido(a) sobre a
pesquisa, aceito em participar voluntariamente do estudo, concordando com o uso, na pesquisa, das
minhas informacdes clinicas e laboratoriais.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho a garantia de acesso ao
tratamento e ao acompanhamento médico e hospitalar quando necessario, independente da minha
participacdo ou ndo nessa pesquisa.

Assinatura do voluntério ou de seu representante legal Data
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Assinatura da testemunha Data

Assinatura do médico Data
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APENDICE B- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com outras infeccdes
bacterianas
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , esta sendo convidado
a participar de um projeto de pesquisa e tem o direito de saber sobre sua participacgéo.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolugdo de pacientes que foram
acometidos por endocardite infecciosa (doenca que acontece quando hd uma infeccdo dentro do
coragdo), o que contribuira para um melhor conhecimento dessa doenca no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo analisados os dados clinicos e laboratoriais
de trés grupos de pacientes. O primeiro grupo incluird pacientes acometidos por endocardite
infecciosa no periodo de 2005- 2013. O segundo grupo serd formado por pacientes com outras
causas de febre diferentes de endocardite e por pacientes com suspeita ndo confirmada de
endocardite. O terceiro grupo sera constituido por individuos saudaveis. Posteriormente os dados
destes grupos serdo comparados.

Todos estardo livres para decidir participar ou ndo desta pesquisa. Ndo havera qualquer
onus nem compensacao financeira para aqueles que concordarem em participar. Cabera aos
participantes permitir a revisdo do prontudrio e a utilizacdo de seus dados clinicos e laboratoriais
na pesquisa, bem como e concordar com a coleta de amostras de 20 mL de sangue para a realizacao
de dosagem de substancias envolvidas no processo inflamatorio.

Sera utilizado material estéril e descartavel para a coleta de sangue, que serd feita por
profissional treinado. A coleta de sangue causa apenas um pequeno desconforto pela picada da
agulha, associando-se a risco minimo de infeccéo.

Todos os individuos tém o direito de se recusar a participar da pesquisa, bem como de
desistir da participacdo, caso tenham concordado inicialmente. N&o haverd qualquer
comprometimento da sua assisténcia no caso de recusa ou desisténcia.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados coletados somente para esta
pesquisa. Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de comunicacdo cientifica, ndo
permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Vocé podera fazer contato com as pesquisadoras, Profd Dr2 Maria do Carmo Pereira Nunes,
pelo telefone (31)9951-0773 e Profé Dr2 Teresa Cristina de Abreu Ferrari, pelo telefone (31) 9984-
6725, sempre que julgar necessario.

Caso aceite participar, € necessario que voceé assine o termo de consentimento abaixo:
Eu, , registro numero
no Hospital , apos ter sido esclarecido(a)
sobre a pesquisa, aceito em participar voluntariamente do estudo, concordando com o0 uso, na
pesquisa, das minhas informacdes clinicas e laboratoriais.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que a minha participagdo é isenta de despesas e que tenho a garantia de acesso ao
tratamento e ao acompanhamento médico e hospitalar quando necessario, independente da minha
participa¢do ou ndo nessa pesquisa.
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Assinatura do voluntério ou de seu representante legal Data

DN:

RG: CPF: Tel:
Endereco:

Assinatura da testemunha (igual a do RG) Data
Assinatura do médico Data
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APENDICE C - Protocolo de coleta de dados

PROTOCOLO DO ESTUDO SOBRE ENDOCARDITE INFECCIOSA

IDENTIFICACAO RESPONSAVEL: Coletas: TO: / /
T Ya: / /
TF: / /
Nome: ‘ Ndmero:
Data Nascimento: Idade: anos ‘ Sexo:1-M| | 2-F | |
Instituicao: Prontuario:
Logradouro:
IC\I:Ia(tjtﬁtrjaellidade: CEP:
Telefone FIXO: Contato:
Data da Internacéo: Data do diagnostio: Data da Alta/Obito:
Obito: 1-S| | 2-N| |: Mecanismo do ébito:
HISTORIA CLINICA:
Condicéo Predisponente
;éan(w)ztri]g: 2 - Protese 3 - Dispositivos gis—tgn?ﬁ:r;zas 5 — N&o identificada ]

Fatores Predisponentes Cardiovasculares

Doeng¢a Reumatica

1- Sim

2- Nao

1- Mitral ‘ 2- Adrtica ‘ 3- Mitro-Adrtica ‘ 4- Qutras ‘ 5- Ignorado

Prolapso de Valva Mitral

1- Sim

2- Nao

1- Sem Regurgitacdo ‘ 2- Reg Leve ‘ 3- Moderado / Grave

Doenca Valvar Degenerativa | 1- Sim ‘ 2- Nao ‘ ]
1- Adrtica ‘ 2- Mitral |
Prétese Valvar 1- Sim ‘ 2- Ndo ‘ |
1- Bioldgica 2- Mecanica |
. - 3- Mitro- S
1- Mitral 2- Adrtica Abrtica 4- Tricuspide |
Motivo de implante da 2 _ Doenca 3-
prétese 1 —Valvopatia valvar ¢ Prolapso 4 — Doenca adrtica L
Reumatica . de valva bicuspide —
degenerativa :
mitral
Tempo de implante da l-Inicio<2 |2-Entre2e |5 .,
protese meses 12 meses i meses I
Tempo de implante da
. meses ]
prétese (meses)
IM isquémica 1-Sim 2-Néo ||
Dispositivos 1- Marcapasso 2-CDI | 3-Nenhum | 4- Ressincronizador ||
Cardiopatia Congénita 1- Sim 2- Nao ]

Fatores Predisponentes Sistémicos / Comorbidades
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Fatores Predisponentes Sistémicos / Comorbidades

Endocardite prévia 1- Sim 2- Nao Data: ]
HIV 1- Sim 2- N&o L
Uso de Droga 1- Sim 2- Nao |
Diabetes Mellitus 1- Sim 2- Nao |
Uso de Imunossupressores 1- Sim 2- Néo |
IRC 1- Sim 2- Néo |
Uso de Cateter Venoso Central | 1- Sim 2- Néo |
Insuficiéncia Hepatica 1- Sim 2- Nédo |
Fonte de Bacteremia: 1- Identificada 2- Néo Identificada |
Manipulacéo do TGl 1- Sim 2- Nao ]
Cavidade Oral 1- Sim 2- Néo |
Pele 1- Sim 2- Nao |
Ferida Operatéria 1- Sim 2- Néo |
Manipulacéo Genito-urinaria 1- Sim 2- Nao |
Outras Infeccdes. Qual? 1- Sim 2- Nao |
Manifestac6es Clinicas

Febre 1- Sim | 2-Nao L

Duracao da Febre Prévia (Semanas):

Intensidade:
Anorexia/Hiporexia 1- Sim ‘ 2- Nao ]
Duragao: 1 més |
Emagrecimento 1- Sim ‘ 2- Nédo |

Quantidade de Massa Perdida em Kg:

Em Quanto Tempo:

Sudorese 1- Sim 2P INED ]
Evento Neurolégico 1- Sim 2P INED |
1-Isquémico 2-Hemorragico | 3- Outra manifestacao |
Evento Embélico 1- Sim 2- Nao |
1- Bago 2- Rim 3- Extremidade | 4- Outros |
Manif. MUsculo-Esqueléticas | 1- Sim 2- Ndo |
Manifestac6es Oculares 1- Sim 2- Nao |
Sopro 1- Sim 2- Nao |
Sinais Periféricos de Endocardite Infecciosa:
Hemorragia Ungueal 1- Sim 2- Ndo |
Petéquias conjuntiva/mucosas 1- Sim 2- Ndo |
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Petéquias conjuntiva/mucosas 1- Sim 2- Ndo |
No6dulos de Osler 1- Sim 2- Ndo |
Lesdes de Janeway 1- Sim 2- Ndo |
Esplenomegalia 1- Sim 2- Ndo |
Insuficiéncia Cardiaca 1- Sim 2- Nao |
Infcio Prévio 1- Sim 2- Nao ||
Durante 1- Sim 2- Nao |
Evolugéo 1- Estavel 2- Agravado 3- Refratério |
Manifestacdo Clinica Inicial 1- Sim 2- Nado |
Qual? (Escrever uma das acima)
Tempo Entre a Manifestacéo Clinica Inicial e o Diagnostico: ‘ ___ dias
CI’“IIDéLI;iI?eS: @ 1- 2 maiores | 2-1 maior e 3 menores 3- 5 menores (:;E;ffzii\ge!) |

Endocardite por marcapasso

1-Sim | 2-Ndo

Exames Laboratoriais ao diagnogstico e durante evolugdo semanal

Anemia

1- Sim | 2-Nzo

Anemia (data e valor)

| | [ |

Leucocitose

1- Sim 2- Nao

Leucocitose global (data e
valor)

PCR (valor)

VHS (valor)

Fator Reumatoéide

1- Positivo 2- Negativo

Urina Rotina Alterada

1- Sim 2- Nao

Hematdria

1- Sim 2- Nao

Proteindria

1- Sim 2- Nao

Creatinina:

Uréia

K+

Na+

Outros exames alterados:

Hemocultura

1- Positiva 2- Negativa

Uso Prévio de Antibiético

1- Sim 2- Nao

Quando?

1 - No Ultimo Més

2 — Nas Duas Ultimas Semanas

Agente Etiolégico

1 - Streptococcus
2 - Staphylococcus aureus

3 - Staphylococcus - Coagulase Negativo
4 - Enterococcus

5-BGN

6 — Fungos

7 - HACEK

8 - Difteréides

9 - Polimicrobiano
10- Nao Ildentificado
11- Ignorado

115



Tratamento

Antibioticoterapia 1- Sim ‘ 2- Nao |
||
Cirurgia 1- Sim ‘ 2- Nao Data: |
x . . 5-Outras:
- S 2- Infeccdo 3- Embolia 4- Retirada
Critérios de Indicagao -ic ndo controlada | de Repeticdo | de MP ||
4-Outras:
_Tampon
Complicagbes na cirurgia 1- Morte 2 - Infeccéo 3-AVC amef“o I
cardiaco
Evolucéo durante internacéo Escrever:
Escrever:

Exame Anatomo-patolégico:

Evolugao Clinica/ Complicagdes Apo6s o Inicio do Tratamento

Cardiacas 1- Sim 2- Nédo |
Neuroldgicas 1- Sim 2- Néo |
Embolos Sistémicos 1- Sim 2- Nao |
Febre Prolongada (>10 dias) 1- Sim 2- Nao |

Defervecéncia

Quantos Dias?

Complicaces intra-hospitalares:

ECOCARDIOGRAMA | DATA: Modalidade: 1 - ETT 2-ETE |
Vegetacédo 1- Presente 2- Ausente 3- Questionavel |
= - 2-Mdltipla em 3- Mdltiplos
Extenséo 1-Unica um folheto Folhetos 4-Estrutura Extra-Valvar |
Mobilidade 1-Fixa 2- Base Fixa 3- Pedunculada 4- Prolapsante |
Localizagao (1) 1-Mitral 2-Adrtica 3-Tricuspide 4- Outras: escrever |
- 1- Protese 2- Prétese
Localizagao (2) Mitral Adrtica 3- MP 4- CDI 5- Cateter
Tamanho Valor (mm): milimetros
Tamanho 1- <5 mm 2-5-10 mm 3->10 mm 4- Sem descrigao |
Densidade 1- Calcificada | 2 Parcialmente | 3- Mais Densa 4- lgual ao Miocéardio |
Calcificada gue o Miocardio
. . 1- Ruptura 2- Perfuragdo de | 3- Disfuncado Protética . 6-Outras
Complicacdes Cordoalha | Folheto (“Leak”) 4-Fistulas | S-Abscesso (escrever) I
Evolugdo do Eco | Escrever os detalhes do novo Eco

Seguimento do paciente: 6 meses — 1 ano po4s-alta.

Contato: Data: Tempo pés-alta (meses):

Eventos 0- L-Evento |, o S—Troca | 4 opito | 5 - Desconhecido |
Nenhum | embdlico valvar

Obito Data: Mecanismo: (.

Cirurgia 1-Sim. Qual? 2-Nao |

Comentarios
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11 ANEXQOS

ANEXO A — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa — UFMG
UF/\/\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n%. ETIC 412/06

Interessada: Profa. Maria do Carmo Pereira Nunes
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou ad
referendum, no dia 14 de janeiro de 2007, depois de atendidas as
solicitagdes de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Perfil clinico
da endocardite infecciosa no Hospital das Clinicas da UFMG” bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apo6s o inicio do projeto.

Nobodos Xaﬁ
Profa. Dra. Mari Elené dé Lima Perez Garcia
Presidehte do COEP/UFMG
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ANEXO B — Declaracgdo de aprovacéo

" VIA DO ALUNO
, NIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
gﬂ) F PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E U F m G
O MEDICINA TROPICAL Bz
FOLHA DE APROVACAO

"Estudo das microparticulas derivadas de células de endocardite infecciosa"

MILTON HENRIQUES GUIMARAES JUNIOR

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado, como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em Medicina pelo Programa de Pés-Graduagdo em CIENCIAS
DA SAUDE - INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL.

Aprovada em 11 de agosto de 2017, pela banca constituida pelos membros:

AAAAAA T P
—<”—<':‘—\\ “_/,//v/l%/y [’;/C{E’:/.
Profa. Maria do Carmo Pereira Nunes - Orientadora
UFMG

74 ;

Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari - Coorientadora
UFMG
. /'

Profa. Jul:i a de Assis Silva Gomes Estanislau
| MG

) .JI ;S 9
/ (I/.'A .f’-—f /C 2
e - =
Prof. Vandack Alencay Wr
UFMG -

Belo Horizonte, 11 de agosto de 2017.
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