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RESUMO

Introducdo: A febre reumatica (FR) e a subsequente cardiopatia reumatica (CR)
permanecem como um grave problema de saude publica em paises em
desenvolvimento. A base patogenética da doenca € composta pela triade
caracterizada pela presenca do estreptococo do grupo A (Streptococcus pyogenes),
hospedeiro geneticamente susceptivel e reposta imune exacerbada. O padrdo de
resposta imune apoOs exposicdo ao estreptococo do grupo A constitui um dos
principais determinantes do processo inflamatério reumatico causando as lesdes
valvares. Entretanto, a evolugdo da CR é variavel, tornando-se essencial a
identificacdo dos pacientes que apresentam maior risco de progressdo da doenca
com posterior necessidade de intervencao valvar. O objetivo do presente estudo foi
analisar o perfil imunolégico expresso pelos niveis séricos de citocinas nos
diferentes estagios evolutivos da CR, correlacionando-se com a gravidade de
apresentacdo da doenca. Métodos: Este € um estudo observacional, transversal,
com inclusdo de 89 pacientes com CR provenientes do ambulatério Bias Fortes da
Faculdade de Medicina da UFMG. Exame clinico cuidadoso foi realizado pelo
pesquisador principal para se quantificar as lesGes valvares, com realizagao
subsequente de ecodopplercardiograma para melhor definicho do aspecto
morfolégico da valva e obtencdo de medidas e célculos hemodindmicos. A seguir,
foram coletadas amostras de sangue para dosagem de citocinas. As amostras
séricas obtidas foram analisadas por meio da técnica cytometric bead array (CBA)
para a dosagem das interleucinas (IL): IL-10, IL-6, IL-2, IL-4, IL-17A, fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y). Resultados: A idade média dos pacientes
foi de 41+ 11,5 anos, com elevada prevaléncia de mulheres (85%). Metade dos
pacientes (49,4%) relatou histéria de FR aguda, ndo associada a necessidade de
intervencéo valvar (p = 0,086). A valva mais afetada foi a mitral, com 60 pacientes
(67,4%) apresentando acometimento mitral isolado, 23 (25,9%) possuiam
envolvimento das valvas mitral e adrtica e 6 pacientes (6,7%) apresentavam a valva
mitral, adrtica e trictispide com envolvimento reumatico. A inclusdo no estudo, 64
pacientes ja haviam sido submetidos a intervencdo valvar (troca valvar ou
valvoplastia percutanea ou aberta), denotando uma CR de maior gravidade, que
necessitou de procedimento invasivo para alterar a evolu¢cdo da doenca. Vinte e
cinco pacientes, com as mesmas caracteristicas demograficas dos demais,
apresentavam CR estavel, com lesdes valvares leves ou moderadas, sem
necessidade de qualquer intervencdo cardiaca. Os pacientes sem passado de
intervencdo valvar relataram inicio mais precoce da profilaxia secundaria com
penicilina benzatina comparando-se aos pacientes com CR mais grave (15,7 + 10,5
anos versus 23,9 £ 10,2 anos; p = 0,002, respectivamente), apesar da frequéncia de
uso de penicilina a entrada no estudo ter sido semelhante entre os grupos com e
sem intervencdo valvar (76,6% versus 92,0%, respectivamente, p =0,096). Os
pacientes foram estratificados quanto a necessidade de intervencédo valvar,
observando-se que a concentragdo seérica das citocinas inflamatorias (pg/mL) foi
maior no grupo de maior gravidade comparado ao de pacientes com doenca de
progressao mais lenta (IL-6: p =0,007; TNF-a: p =0,017; IL-2: p =0,018; IL-17A:
p =0,019; IFN-y: p=0,026). O mesmo foi visto para IL-4 (p =0,007). De forma
interessante, a expressdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 ndo foi diferente entre



os grupos (p =0,366). Andlise em cluster de todas as citocinas mostrou uma
segregacao diferente entre 0s grupos com intervengao e sem intervencédo, com IL-
6/TNF-a e IL-6/IL-17A associadas a estes grupos, respectivamente. Conclusdes:
Os pacientes com CR de maior gravidade com necessidade de intervencéo valvar
apresentaram uma resposta inflamatoria mais intensa, evidenciada por elevadas
concentracbes de citocinas inflamatérias em relacdo aos pacientes com evolugao
mais favoravel da doenca. Além disso, o inicio precoce da profilaxia secundaria para
FR com o uso de penicilina foi mais frequente nos pacientes com evolucdo estavel
da CR, suportando a hipotese que as reinfeccfes estreptococicas apresentam um
papel fundamental na progressao da CR.

Palavras-chaves: febre reumatica, cardiopatia reumatica, valvopatia mitral
reumatica, resposta inflamatéria, ecodopplercardiograma, intervencéao valvar.



ABSTRACT

Background: Rheumatic fever (RF) and subsequent rheumatic heart disease (RHD)
remain a serious public health problem in developing countries. The pathogenesis of
the disease consists of the triad characterized by the presence of group A
streptococci (Streptococcus pyogenes), a genetically susceptible host, and an
exacerbated immune response. The pattern of immune response after exposure to
group A streptococcus is one of the main determinants of the rheumatic inflammatory
process leading to valve lesions. However, the evolution of RHD is variable, making it
essential to identify the patients who present a higher risk of disease progression
with subsequent need for valve intervention. The objective of the present study was
to analyze cytokine serum levels in the different stages of RHD, and their correlation
with disease severity. Methods: This is an observational, cross-sectional study,
including 89 patients with RHD from the Bias Fortes outpatient clinic of the UFMG
Medical School. Careful clinical examination was performed by the principal
investigator to quantify the valvular lesions, with subsequent echocardiogram
performed to better define the morphological aspect of the valve and to obtain
measurements and hemodynamic calculations. Next, blood samples were collected
for cytokine measurements. Serum samples were analyzed using cytometric bead
array (CBA) assay for the measurement of interleukins (IL): IL-10, IL-6, IL-2, IL-4, IL-
17A, tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interferon-y (IFN-y). Results: The mean
age of the patients was 41 + 11.5 years with a high prevalence of women (85%). Half
of the patients (49.4%) reported a history of acute RF, not associated with the need
for valve intervention (p = 0.086). Mitral valve was the most affected, with 60 patients
(67.4%) presenting isolated mitral involvement, 23 (25.9%) with mitral and aortic
involvement and 6 patients (6.7%) with mitral, aortic and tricuspid involvement. At the
time of inclusion in the study, 64 patients had already undergone valvular intervention
(valve replacement or percutaneous or open valvuloplasty), denoting a RHD of
greater severity, which required an invasive procedure to alter the disease evolution.
Twenty-five patients, with the same demographic characteristics as the others, had
stable RHD, with mild or moderate valve lesions, without the need for any cardiac
intervention. Patients with no previous valvular intervention reported earlier onset of
secondary prophylaxis with benzathine penicillin compared to patients with more
severe RHD (15.7 £ 10.5 years versus 23.9 + 10.2 years, respectively, p = 0.002),
despite the frequency of penicillin use at study entry was similar between the groups
(76.6% versus 92.0%, respectively, p =0.096). When the patients were stratified
according to valve intervention, it was observed that the peripheral serum
concentration (pg/ml) of inflammatory cytokines was higher in the group with more
severe disease than in those with low disease progression (IL-6: p = 0.007; TNF-a:
p=0.017; IL-2: p=0.018; IL-17A: p = 0.019; IFN-y: p = 0.026). The same was seen
for IL-4 (p = 0.007). Interestingly, the expression of the anti-inflammatory cytokine, IL-
10, was not different between groups (p = 0.366). Cluster analysis of all cytokines
showed a different segregation between intervention and non-intervention groups,
with IL-6/TNF-a and IL-6/IL-17A associated with intervention and non-intervention,
respectively. Conclusions: Patients with severe RHD requiring valvular intervention
had a more intense inflammatory response evidenced by high concentrations of
inflammatory cytokines, as compared to patients with more favorable disease
evolution. In addition, the early initiation of secondary prophylaxis of RF with the use



of penicillin was more frequent in patients with stable evolution of RHD, supported by
the hypothesis that streptococcal reinfections play a fundamental role in the
progression of heart disease.

Key words: rheumatic fever, rheumatic heart disease, rheumatic mitral valvopathy,
inflammatory response, echodopplercardiogram, valve intervention
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1 INTRODUCAO

A febre reumética (FR) e a subsequente cardiopatia reumatica (CR) permanecem
como um grave problema de saude publica em paises em desenvolvimento. A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que 15,6 milhdes de pessoas estejam
afetadas por essa doenca. A complicagdo mais importante € a lesédo valvar induzida
pelo processo reumatico, causando espessamento e calcificacdo das valvas
cardiacas com consequente disfuncdo valvar. As manifestacbes clinicas,
particularmente o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, ocorrem mais
tardiamente em virtude das alteracbes hemodinamicas do sistema cardiovascular e
do remodelamento cardiaco. No Brasil, a FR € a principal etiologia das valvopatias
em criancas e adultos jovens, responsavel por até 70% dos casos. A CR grave
requer tratamento invasivo, cirirgico ou percutaneo, para troca ou reparo valvar,
com significativa morbidade e morte precoce decorrente de complicagbes. A
intervencdo valvar esta indicada na CR grave sintomatica por ser a unica opgao

capaz de alterar a evolucao natural da doenca valvar com impacto na sobrevida.

A patogénese da CR esté relacionada ao padrdo de resposta imune apds exposicao
ao estreptococo do grupo A (Streptococcus pyogenes). Apesar dos avancos nos
estudos histologicos, a precisa etiopatogenia da CR ndo estd esclarecida. O
mecanismo atualmente proposto para o desenvolvimento da CR envolve o
mimetismo antigénico associado a resposta imune anormal. A base patogenética da
doenca é composta pela triade caracterizada pela presenca do estreptococo do
grupo A, hospedeiro geneticamente susceptivel e reposta imune exacerbada. Assim,
melhor entendimento do processo inflamatério e dos componentes da resposta
imune envolvidos na génese da lesdo valvar reuméatica se faz necessario, podendo
revelar biomarcadores de susceptibilidade ou gravidade da CR. Além disso,
identificar os pacientes que apresentem risco maior de progresséo da cardiopatia
permitira estabelecer estratégias terapéuticas diferenciadas, especialmente com
indicacdo de profilaxia secundaria precoce e acompanhamento clinico mais
frequente. Dessa forma, o presente estudo buscou analisar o perfil de citocinas
séricas em pacientes com diferentes estagios evolutivos da CR, correlacionando-se

com a gravidade de apresentacao clinica e ecocardiografica das lesGes valvares.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONCEITOS E HISTORIA NATURAL

A FR resulta de complicacdo ndo supurativa da faringoamigdalite causada pelo
estreptococo beta-hemolitico do grupo A, decorrente de resposta imune tardia a esta
infeccdo em populagdes geneticamente predispostas (1,2).

A febre reumética aguda (FRA) normalmente ocorre trés semanas apos a infeccéo
pelo Streptococcus pyogenes e pode afetar as articulagdes (poliartrite), pele (eritema
marginatum e nodulos subcutaneos), cérebro (coreia) e o coracdo (9). O quadro
agudo costuma ser assintomatico ou oligosintomatico (9), sendo que a ocorréncia do
surto de FRA tem a incidéncia em torno de 19,6 casos por 100.000 habitantes na
faixa etaria de cinco a 14 anos na América Latina (3). Estima-se que 1 a 5% das
criangcas susceptiveis vao desenvolver FRA ap6s um surto de faringoamigdalite
estreptococica. As manifestacdes clinicas da FRA sdo as mesmas ao redor do
mundo, sendo que os critérios de Jones, desenvolvidos na década de 1950 e
revisados em 2015 (72), séo utilizados até a presente data para o seu diagndstico.
Artrite € a manifestacdo mais precoce e mais comum, presente em 60 a 80% dos
quadros. Tem carater migratério, acomete geralmente grandes e médias
articulacbes, costuma ser muito dolorosa e, por muitas vezes, limitante. Dura cerca
de quatro semanas, com recuperacdo completa (9). A coreia de Sydeham é uma
manifestacdo mais tardia, geralmente ocorrendo de um a seis meses apds a
exposicdo ao estreptococo do grupo A. A sua incidéncia varia, dependendo da
regido, de 7 a 28%. E mais comum no sexo feminino (9,72). Manifesta-se como
movimentos irregulares involuntarios e labilidade emocional (30). As manifestacdes
cutaneas sdo mais raras e de dificil diagnéstico (9). A cardite € a manifestacdo mais
grave da doenca e ocorre em cerca de 30 a 45% dos pacientes. Geralmente
apresenta-se como pancardite, mas sao as lesbes valvares as responsaveis pelo
guadro clinico e pelo progndstico. O acometimento do endocéardio constitui marcador
da cardite, envolvendo com maior frequéncia as valvas mitral e adrtica (8,20). O

ecodopplercardiograma foi incluido na ultima revisdo dos critérios de Jones para
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definir a presenca de cardiopatia subclinica no episédio de FRA e identificar

populacdes de alto risco de progressao da doenca (72).

Ha uma estimativa de que cerca de 60% dos casos de FRA evoluem para a
cardiopatia reumatica cronica (28). Apesar de ser possivel que apenas um quadro
agudo de FR j& seja capaz de evoluir para doenca valvar grave, a cardiopatia
reumatica normalmente € decorrente de dano cumulativo secundério as repetidas
infeccdes estreptococicas (9). Esse dano resulta em leséo das valvas cardiacas com
alteracdes morfologicas e funcionais, resultando no desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca. O intervalo entre o episodio inicial de FRA e a evidéncia clinica da
cardiopatia reumatica varia entre poucos anos até mais de 20 anos (7,19).

Do ponto de vista patolégico, na fase aguda, verificam-se inflamacéo e edema das
cuspides valvares, com depdsitos de pequenos trombos de fibrina e plaquetas ao
longo das zonas de contato das cuspides. Na fase crbnica, ocorre o espessamento
dos folhetos com fusdo das comissuras e de cordoalhas tendineas, podendo estar
presente algum grau de calcificacdo dos folhetos. O grau de envolvimento patoldgico
destas estruturas € bastante variavel, conferindo ao aparelho valvar mitral uma
configuragdo semelhante a um funil (3,31). A valva mitral € a mais frequentemente
acometida pelo processo reumatico. Caracteristicamente, a insuficiéncia mitral (IM)
corresponde a lesdo aguda, enquanto a estenose mitral (EM) corresponde a lesao
cronica. Entretanto, € mais comum que pacientes apresentem graus variados de
estenose e insuficiéncia da valva mitral ou em combinacdo com outras valvas
(Figura 1). Na fase crbnica, aproximadamente 25% de todos os pacientes com
doenca cardiaca reumatica apresentam EM pura e outros 40% apresentam EM e IM
combinadas. O envolvimento multivalvar é observado em 38% dos pacientes
portadores de EM, sendo que a valva adrtica é afetada em quase 38% e a valva

tricaspide em 6% (7,19).



14

A0 RN —.,|q eI\ o '
B: Incidéncia paraesternal eixo curto.

C: Incidéncia eixo curto vasos da base.

Figura1: Ecodopplercardiograma evidenciando cardiopatia reumatica mitral
grave com envolvimento adrtico associado.
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Em relacdo aos sintomas da CR, palpitacées sdo queixas frequentes dos portadores
de valvopatia mitral, enquanto dor toracica anginosa ao esfor¢o e sincope ao esforco
sdo mais frequentes em pacientes com valvopatia aortica. Todas as valvopatias
podem evoluir com sintomas de insuficiéncia cardiaca (IC) como dispneia aos
esforcos, ortopneia, dispneia paroxistica noturna, tosse, chiado, hemoptise, edema
periférico e fadiga. E fundamental procurar dados que indiqguem se o paciente
apresenta limitacdo de provavel causa cardiaca para as atividades habituais. A
presenca de sintomas, especialmente dispneia aos esfor¢cos, € o principal indicador
de tratamento intervencionista de uma valvopatia anatomicamente grave (7). Abaixo,
no quadro 1, segue a classificacdo universalmente utilizada para quantificar o grau

de dispneia e limitacdo para atividades fisicas.

Quadro 1: Classificagao clinica da New York Heart Association (NYHA)

Sem limita¢des para atividades fisicas; atividade fisica comum néo causa dispneia,

Classel | L .
palpitacBes ou fadiga.

Classe I Leve Iimitac;ép para gtiviglades fisiqas, confortavel em repouso; atividade fisica comum
causa dispneia, palpitacdes ou fadiga.

Classe Il Limitagéo importante para atividades fisicas, confqrtév~el em repouso; atividade fisica
menos intensa que a comum causa dispneia, palpitacdo ou fadiga.

Classe IV Incapaz de realizar qualquer atividade fisica sem desconforto, sintomas presentes em

repouso; se qualquer atividade fisica for empreendida o desconforto aumenta.

Fonte: Braunwald Heart's Disease: A Textbook of Cardiovascular Medicine, 8" ed. p. 619.

A cardiopatia reumatica constitui um fator predisponente para endocardite infecciosa
(El), especialmente em individuos com proéteses valvares. Outra complicacdo muito
frequente nos pacientes que possuem lesdo reumética da valva mitral € o
desenvolvimento de fibrilacdo atrial (FA), uma taquiarritmia supraventricular com
ativacdo atrial incoordenada e contracdo atrial inefetiva. Sua prevaléncia na
populacdo geral é de 1,5 a 2,0%, aumentado com a idade, chegando a 30% dos
pacientes com CR. Esta arritmia € associada a um risco cinco vezes mais alto de
acidente vascular cerebral (AVC) e trés vezes mais alto de insuficiéncia cardiaca.

Hospitalizagdes decorrentes da FA também sdao muito comuns (32).

O AVC é uma grave complicacdo da cardiopatia reumatica, podendo ser a primeira
manifestacdo clinica da lesdo valvar reumética. Apesar do AVC isquémico estar
muito relacionado a FA, a valvopatia reumatica é, por si s6, um fator emboligénico.

Estima-se que 3 a 7,5% de todos os AVCs nos paises em desenvolvimento e
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subdesenvolvidos seja decorrente da CR (3), especialmente da estenose mitral
reumatica. O AVC é a terceira maior causa de comprometimento funcional e 6bito no
mundo, sendo que a taxa de mortalidade imediata chega a ser de 20% nos primeiros
30 dias apds o evento. Para os sobreviventes, o tempo de recuperacdo € muito
variavel, sendo que somente 30% serd totalmente independente dentro de 3
semanas e 50% dentro de seis meses (32).

No Brasil, a FR é a principal etiologia das valvopatias, responsavel por até 70% dos
casos (7). Estudo realizado no Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) demonstrou que 20% dos pacientes internados para
cirurgia cardiaca eram portadores de cardiopatia reumatica. Além disso, a
cardiopatia reumatica foi um preditor independente de hospitalizacdo prolongada
(73).

A intervencdo cirargica esta indicada na cardiopatia reumatica grave com
manifestacdes clinicas por ser a Unica opc¢éo capaz de alterar a evolugdo natural da
doenca valvar (8). Esta intervencdo pode ocorrer na forma de valvoplastia

percutanea por baldo, valvoplastia aberta ou troca valvar cirdrgica.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Apesar da reconhecida reducdo da incidéncia da FR nas ultimas décadas nos
paises desenvolvidos, com consequente reducdo na prevaléncia da cardiopatia
reumatica, a FR permanece como um grave problema de salde publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento (2). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estima que 15,6 milhdes de pessoas estejam afetadas por essa
doenca (Figura 2). No Brasil, estima-se que anualmente ocorram cerca de 10
milhdes de faringoamigdalites estreptocdcicas, perfazendo o total de 30.000 novos
casos de FR, dos quais aproximadamente 15.000 poderiam evoluir com
acometimento cardiaco (4). Estudos realizados na populacdo de escolares em
algumas capitais brasileiras estimaram a prevaléncia de cardiopatia reumatica
cronica em 1-7 casos/1.000, o que é significativamente maior do que a prevaléncia
da doenca em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, onde varia entre 0,1-

0,4 casos/1.000 escolares (5,6). Estudo recente realizado no estado de Minas
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Gerais utilizando-se 0 ecodopplercardiograma como screening diagnéstico
(PROVAR study) mostrou prevaléncia de 0,5% de cardiopatia reumatica definitiva e
3,7% de casos borderline. Esse estudo incluiu 5996 estudantes entre cinco a 18
anos de idade de escolas publicas de Belo Horizonte e da regido de Montes Claros,
demonstrando que a doenca reumética continua sendo um problema de saude
publica no nosso meio (22).
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Figura 2: Prevaléncia mundial da cardiopatia reumatica.

gggfz Rheumatic fever and rheumatic heart disease: report of a WHO expert consultation. WHO;
A incidéncia do surto de FRA é muito varidvel dependendo da regido do globo, mas
chega a ser de 50 por 100.000 criangas em alguns paises em desenvolvimento (21).
Estudo australiano recente mostrou que a taxa de recorréncia da FRA ainda
permanece alta, sendo de 3,7 por 100 pessoas no primeiro ano apdés o surto agudo
inicial (70). Tendo em vista o fato de que grande parte dos casos de CR néo se inicia
com o episodio de FRA, o ecodopplercardiograma de screening permite diagnéstico
precoce para a instituicdo de profilaxia secundaria, com impacto na progresséo da
doenca (22,23).
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A CR est4 associada a elevadas taxas de mortalidade, sendo que, nos paises em
desenvolvimento, a estimativa é que esses valores cheguem a 1,5% por ano (3,29).

2.3 FISIOPATOLOGIA
2.3.1 Patogénese da cardiopatia reumética

A patogénese da CR esta relacionada ao padrdo de resposta imune apds exposi¢cao
ao estreptococo do grupo A (Streptococcus pyogenes). Apesar dos avangos nos
estudos histologicos, a patogenia precisa da cardiopatia reumatica ndo esta
esclarecida (9). O mecanismo atualmente proposto para o desenvolvimento da
doenca reumética envolve o mimetismo antigénico associado a resposta imune
anormal. A base patogenética da doenca é composta pela triade caracterizada pela
presenca do estreptococo do grupo A, hospedeiro geneticamente susceptivel e
reposta imune exacerbada (9,10). A existéncia de processo autoimune na FR foi
postulada apds a observacdo de que as lesdes no coracdo estavam associadas a
anticorpos que reconheciam o miocardio (56). Anticorpos do hospedeiro dirigidos
contra antigenos estreptocdcicos também reconhecem estruturas do hospedeiro,
iniciando o processo de autoimunidade. Assim, como acontece o reconhecimento
cruzado humoral, também acontece reacdo cruzada celular, com linfécitos T
ativados por epitopos estreptococicos passando a reconhecer epitopos proprios,
com consequente agressao celular a tecidos préprios (11,24). Esta resposta celular
parece ser especialmente importante em pacientes que desenvolvem cardite grave
(57,58). O papel dos anticorpos na FR parece ser mais importante durante a sua
fase inicial, causando, entre outros, artrite por depdsito de imunocomplexos nas
articulagées. Por outro lado, a cardite grave estaria mais ligada a resposta celular
(69). Estudos histologicos de bidpsias de tecido cardiaco de pacientes com
cardiopatia reumatica mostraram plasmocitos cercados por linfécitos T CDA4+,
proximos a fibroblastos, sugerindo interacédo entre os plasmécitos (linfécito B) e o
linfécito T (12,20). Os nddulos de Aschoff, considerados caracteristicos da doenca,
sdo compostos por agregados de células semelhantes a macr6fagos e mondcitos,
que exercem a funcao de células apresentadoras de antigeno para as células T (13).

Desta forma, além da reagdo cruzada inicial, a apresentacdo continuada de
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antigenos no sitio da lesdo contribui para uma amplificacdo da resposta imune e
ativacdo de maior numero de clones auto-reativos de linfécitos T. A presenca de
linfécitos T CD4+ em grande quantidade no tecido valvar foi demonstrada em
pacientes com doenca reumatica cronica, o que sugere papel direto destas células
na patologia da doenca (14,67). Além disso, uma diversidade de quimiocinas é
expressa no miocardio e no tecido valvar lesado, mediando o recrutamento de

células T para o local de inflamacao (65).

Mais recentemente, marcadores genéticos de suscetibilidade para a FR estdo sendo
avaliados. Estudos populacionais demonstraram uma associacdo da FR com os
antigenos HLA de classe Il, presentes nos linfocitos B e outras células
apresentadoras de antigenos (15). E possivel que exista um gene que confere
suscetibilidade a FR e que cada populacédo tenha seu proprio marcador (HLA-DR),
indicando maior risco de desenvolver a doenca (16,68). Entretanto, mais estudos
s80 necessarios para se determinar o mecanismo exato pelo qual moléculas HLA da
classe Il conferem suscetibilidade a FR. Além disso, estudos nessa area tém o
potencial de possibilitar o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o
estreptococo do grupo A (66). Estudos recentes tém mostrado que, nas doengas em
que a resposta imunoldgica desempenha um papel central na patogénese, como é o
caso da FR, polimorfismos em genes que codificam para proteinas envolvidas com a
resposta imunoldgica sdo associados ao desenvolvimento das formas graves (18,25-
27,35,59,60). O estudo de ocorréncia de polimorfismos (alteracbes) nos genes de
citocinas, importantes orquestradoras da resposta imunoldgica, podem apontar para
fatores genéticos de susceptibiidade ao desenvolvimento de FR grave,
possibilitando melhor manejo clinico do paciente. Assim, o melhor entendimento do
processo inflamatoério e dos componentes da resposta imune envolvidos na génese

da FR se faz necessario.
2.3.2 Arespostaimune e as citocinas

A defesa contra microorganismos € mediada pelas reagfes iniciais da imunidade
inata e pelas respostas tardias da imunidade adaptativa. A imunidade inata fornece a
primeira linha de defesa contra microorganismos. Ela consiste em mecanismos de

defesa celulares e bioquimicos que estdo em vigor mesmo antes da infec¢cdo e sao
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preparados para responder rapidamente a infecgdes. Esses mecanismos ativam-se
em resposta aos produtos dos microorganismos e células lesionadas, e respondem
essencialmente da mesma forma para exposicoes repetidas. Os principais
componentes da imunidade inata sdo: barreiras fisicas e quimicas, tais como epitélio
e agentes antimicrobianos produzidos nas superficies epiteliais; células fagociticas
(neutrdfilos, macrofagos), células dendriticas e células natural killer (NK) e outras
células linfoides; proteinas sanguineas, incluindo membros do sistema complemento

e outros mediadores da inflamacéo (37).

Ja a imunidade adaptativa reconhece e reage a um grande ndimero de substancias
microbianas e ndo microbianas. Tem como caracteristica a especificidade e a
memoria, e 0S seus componentes sdo os linfocitos e seus produtos secretados,

como 0s anticorpos e citocinas (37).

As citocinas consistem em um grande grupo heterogéneo de proteinas sollveis de
baixo peso molecular produzidas por tipos diferentes de células. As citocinas

medeiam e regulam diversos aspectos da imunidade inata e adaptativa (37).

Didaticamente, a resposta imune adaptativa pode ser dividida em imunidade
humoral e imunidade celular, que sdo mediadas por diferentes componentes do
sistema imune, mas que ocorrem concomitantemente e de forma interativa. A
imunidade humoral é mediada por moléculas no sangue e secrecfes mucosas,
denominadas anticorpos, que sdo produzidos pelos linfécitos B. A imunidade celular
€ mediada por linfécitos T, que se subdividem em populacbes fenotipica e
funcionalmente distintas: os linfécitos T CD4+, CD8+ e CD4-CD8- (duplo-negativos)
(37).

O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva envolve a mobilizacdo de
diversos tipos celulares, como células linféides, células inflamatérias e células
hematopoiéticas. Varias ceélulas efetoras podem ser transportadas pela corrente
sanguinea, atingindo 6rgdos e tecidos onde desempenhardo suas funcdes. Os
mecanismos que permitem tal sofisticagdo na resposta imune dos mamiferos
abrangem uma enorme variedade de mensageiros solUveis. As citocinas constituem

o grupo melhor caracterizado dentre esses mensageiros, podendo agir localmente
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ou a distancia, de maneira especifica ou generalizada, transitoriamente ou de
maneira sustentada, funcionando como meio de comunicacdo fundamental para as

células do sistema imune (38).

Durante os ultimos 25 anos, o estudo das citocinas ocupou lugar de destaque na
Medicina, por sua utilidade potencial como agentes diagndsticos, progndésticos e
terapéuticos nas doencas humanas. As citocinas sao estudadas atualmente em
praticamente todas as disciplinas bioldgicas; seus efeitos dominam principalmente

0s estudos sobre inflamacéo, imunologia, aterosclerose e oncologia (39).

O avanco das técnicas cientificas tem permitido a descoberta crescente de novas
citocinas e novos receptores. Muitas atividades e interacdes entre estas proteinas,
bem como caracteristicas contraditorias, foram descritas. E importante destacar que
todas essas moléculas apresentam propriedades em comum, e aproximadamente
todas as citocinas recém-descobertas agem em conjunto com citocinas ja
descritas (36).

2.3.2.1 Propriedades, producéao e fungbes das citocinas

As citocinas compartilham muitas propriedades gerais, incluindo o mecanismo de
atuacado. As citocinas ligam-se a receptores especificos de membranas nas células-
alvo, o que desencadeia uma via de transducdo de sinais, cujo efeito final é a

alteracdo da expresséao génica em células-alvo (36,37).

A presenca de receptores de membrana especificos determina a susceptibilidade de
uma célula-alvo a uma citocina particular. Os receptores de citocinas podem ser
constituidos de vérias cadeias diferentes. A combinacdo dessas cadeias pode variar
de acordo com a afinidade com a qual se ligam a citocina. As citocinas e seus
receptores inteiramente montados exibem alta afinidade e liberam sinais
intracelulares, responsaveis por efeitos biolégicos (36). Uma citocina pode atuar em
diversos tipos de células e exercer mdultiplos efeitos biologicos, propriedade
designada como pleiotropismo. A maioria das citocinas possui uma ou duas
propriedades proeminentes, além de outros efeitos. Algumas citocinas atuam

primariamente como fatores de crescimento dos linfocitos T ou B, outras funcionam
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como mediadores da inflamacao, enquanto outras suprimem a atividade inflamatoria

e as respostas imunes (36,37,39).

Toda célula, com excecdo das hemacias, pode produzir, bem como responder a
uma citocina (39). Entretanto, a maior parte das linhagens celulares expressam
somente um subconjunto de genes relacionados as citocinas. A especializacao
contribui para a localizagdo anatémica da sintese de citocinas, limitando a exposi¢ao
a um largo espectro de potenciais alvos celulares em tecidos distantes. Enquanto
algumas citocinas sdo expressas por muitas e diferentes linhagens hematopoiéticas
e ndo-hematopoiéticas (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a), outras sdo altamente
restritas (por exemplo, IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5, cuja producdo € limitada a certos
leucdcitos). Especializacbes adicionais podem ser observadas, por exemplo, entre

as células T, de acordo com o estagio de diferenciacéo e estado de ativacao (38).

A natureza do estimulo que desencadeia a sintese das citocinas varia de acordo
com o tipo celular e seu estagio de diferenciacao e ativacdo, determinando quais
citocinas serdo produzidas por aquela célula. As células T, por exemplo, secretam
essas proteinas quando o receptor de células T reconhece um antigeno ligado a
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em uma célula
apresentadora de antigeno apropriada, como macrofagos, células dendriticas ou
células B (36,38). A sintese das citocinas pode também ser induzida ou modulada
por moléculas proprias do hospedeiro, incluindo elementos ligantes de receptores

coestimuladores presentes nas células T e nas proéprias citocinas (38).

As fungbes biolégicas das citocinas sdo diversas e de importancia crucial para o
funcionamento adequado do sistema imune. Essas func¢des estdo sendo cada vez
mais estudadas, gerando informacdes que fundamentam sua utilizacdo como
ferramentas terapéuticas. As citocinas estdo envolvidas no controle das respostas
imunes celular e humoral, na regulacdo da hematopoiese, no controle da
proliferacdo e diferenciacdo celulares, entre outras atividades. O processo
inflamatério € um dos principais exemplos onde a fungéo das citocinas torna-se de

fundamental importancia, seja na sua indugdo, como na sua regulagéo (36).
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2.3.2.2 Aresposta inflamatéria e as principais citocinas envolvidas

A inflamacdo corresponde ao processo basico por meio do qual o sistema imune
inato responde as infeccdes e lesbes teciduais. Esse processo normalmente leva ao
reparo estrutural e funcional, sendo, portanto, fundamental para a manutencdo da

homeostase tecidual (43).

Considerando-se os processos evolutivos, a inflamacéo precede, em longo tempo, o
desenvolvimento da imunidade adaptativa: todos o0s organismos multicelulares
apresentam elementos da inflamacdo. Entretanto, a reposta inflamatoéria fornece
sinais que induzem, juntamente com os antigenos, a proliferacdo e a diferenciacao
de linfécitos T e B antigeno-especificos. Assim, apesar de sua interconexao
profunda com a imunidade inata, a inflamac&do € um elemento fundamental para o

inicio da resposta imune adaptativa (42,43).

A inflamacdo pode ser aguda, podendo desenvolver-se de minutos a horas e
perdurar por dias. Caso a infeccdo ndo seja eliminada ou caso haja lesao tecidual
prolongada, os processos inflamatorios podem persistir, constituindo-se assim a
inflamagéo cronica. A inflamag&do cronica envolve remodelamento tecidual,
angiogénese e fibrose, podendo levar a consequéncias patolégicas, como na artrite
reumatoide (41,44). Percebe-se assim um paradoxo na inflamacao: embora seja um
processo essencial para a manutencdo da homeostase tecidual, seus mecanismos
podem também contribuir para a injaria aos tecidos. Por este motivo, a resposta

imune tem também os seus mecanismos regulatorios (43).

BN

A FR, por ser essencialmente uma resposta autoimune do organismo a infeccéo
pelo estreptococo, possui componentes tanto da resposta adptativa humoral quanto
celular (63,64,68). A seguir sera descrita uma breve considera¢do sobre as citocinas
envolvidas neste estudo, com suas principais caracteristicas e funcdes na resposta

imune de uma forma geral e de maneira mais especifica, na FR:

a) Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

O TNF é o mediador das respostas inflamatérias agudas a bactérias e outros
microorganismos (45). A maior fonte de TNF s&o as ceélulas da linhagem
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mondcito/macrofagos, sendo que linfécitos T, neutrdfilos, mastécitos e células
endoteliais podem também contribuir para sua producdo sob diferentes

circunstancias (46).

Diversos estimulos potencialmente nocivos, desde os fisicos (calor, luz ultravioleta)
até os quimicos e imunoldgicos, podem induzir rapidamente a producdo e a
liberacdo de TNF. Esta citocina € a citocina pro-inflamatoria mais rapidamente
produzida in vivo, apresentando niveis séricos detectaveis em camundongos em 30
minutos. Essa elevacdao provavelmente provém da liberacdo de estoques preé-
formados da citocina em macrofagos, neutréfilos e linfocitos T ativados (46). Além
disso, a acdo do TNF é muito precoce: durante a progressdo da doenca, 0s niveis

circulatérios de TNF retornam praticamente aos niveis basais apds poucas horas.

O TNF é considerado um pirégeno enddgeno, sendo capaz de agir no hipotalamo e
induzir o aumento da temperatura corporal (febre). Sua acdo envolve também a
inducdo da expressdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos, que séo

secretadas no sangue (41,47).

O TNF exerce também outras funcées que corroboram com seu papel de regulador
principal da producdo de citocinas inflamatorias. Se a répida liberagdo do TNF em
momentos de estresse € bloqueada, a expressdo de outras citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1 e IL-6, é reduzida. O TNF tem também a capacidade de
exercer regulacdo positiva sobre o sistema imune, amplificando cascatas
inflamatorias de maneira autdcrina e paracrina e estimulando macréfagos a secretar
outras citocinas proinflamatorias. Entretanto, a exposicao prolongada e excessiva a
esta citocina pode ser imunossupressiva (46,47).

O papel do TNF na FR ainda nao foi totalmente definido, sendo que existem
variacbes da sua acdo dependendo da fase da doenca. Alguns estudos mostram
associacao do polimorfismo génico do TNF com a CR cronica (25,27,71). Entretanto,
existem dados na literatura mostrando que ndo ha essa associacdo nos pacientes
durante o surto de FRA (26). Trabalho recente evidenciou que o perfil de expressao
de citocinas na FR varia dependendo do seu estagio evolutivo, sendo que ha uma

resposta preferencial de células Thl na FRA (com niveis séricos aumentados de IL-
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6) enquanto que na CR estabelecida precoce hd uma producéo elevada de TNF-a
(resposta mediada por células Th2). Esses achados sugerem que a citocina TNF-a
tem papel importante na progressédo da doenca e na lesédo valvar (33). Esse dado foi
reforcado em trabalho realizado somente com pacientes com surto agudo de FR no
qual, quando comparados com controles saudaveis, mostrou que, ao longo do
tratamento da FRA, os niveis séricos de IL-6 e adiponectina aumentaram e o0s niveis
séricos de TNF-a reduziram, principalmente nos pacientes com cardite (63). A sua
expressao aumentada também esteve relacionada a doenca valvar grave, indicando

provavel perfil inflamatorio persistente (58).

b) Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma importante citocina inflamatoria, que apresenta efeitos locais e
sistémicos (48). E produzida por varios tipos celulares em resposta a uma grande
variedade de estimulos. Células do sistema imune inato, como macrofagos, células
dendriticas e mastocitos produzem IL-6; linfocitos B e, em menor escala, linfocitos
T CD4, também produzem esta citocina. Células endoteliais, fibroblastos, astrocitos,
células do tecido muscular liso, células epiteliais e varias células malignas também
sdo capazes de secretar IL-6 (49). A producao de IL-6 € induzida por citocinas como
IL-18 e TNF-a, além de substancias provenientes da parede celular de bactérias,

como os lipopolissacarideos (47).

A IL-6 é uma citocina multifuncional, sendo capaz de induzir a diferenciacao celular e
a expressao de genes especificos. Esta citocina desempenha um importante papel
nas fases iniciais de infec¢cdes e injurias ao organismo, funcionando como

sinalizadora da presenca de ameacas e reguladora da resposta de fase aguda (50).

A IL-6 também atua sobre os linfécitos, induzindo a diferenciagéo de linfocitos B em
células produtoras de imunoglobulinas e estimulando a diferenciacdo de células T
CD4+ virgens em células produtoras de IL-17 (subtipo de linfocitos T helper 17 -
Th17). Além disso, a IL-6 também age sobre as células T CD8+ para induzir sua

acao citotoxica (50).
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Outra funcao importante e que tem sido alvo de estudos recentes € a participacdo da
IL-6 na regulacao da transicdo da imunidade inata para a imunidade adquirida. Entre
as atividades desta citocina que apontam para seu envolvimento nesta transi¢cao
estdo: o recrutamento, ativacao e apoptose de leucocitos; participacao na regulacao
da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos linfécitos T, bem como na
regulacdo da secrecdo de imunoglobulinas pelos linfocitos B (51).

Finalmente, € importante destacar que a IL-6 também apresenta propriedades
antiinflamatdrias. Esta citocina € capaz de inibir a liberacdo de TNF-a e IL-1 e
aumentar os niveis séricos de mediadores antiinflamatorios, como IL-10 e cortisol. O
fator determinante da acdo pro ou antinflamatéria da IL-6 ainda nao foi
esclarecido (47,51).

Na febre reumatica aguda, os dados da literatura atual mostram resultados
divergentes, com trabalhos apontando para um papel da IL-6 na fase incial da
doenca (33,63) e outros sem uma associacdo tao clara com a agéo desta citocina
(26). Ja na cardiopatia reumatica crénica, existe estudo mostrando ndo haver uma
associacdo entre o polimorfismo génico da IL-6, comparando-se pacientes com
cardiopatia reumatica crénica em diferentes estagios de gravidade com controles
saudaveis (27). Outro estudo j& mostou uma associacdo de susceptibilidade de
desenvolvimento da doenga (25).

c) Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 destaca-se, principalmente, por sua agado supressora sobre respostas
inflamatoérias excessivas (41,53). Logo apés a descoberta de IL-10, evidenciou-se
gue essa citocina € produzida por varios tipos celulares além dos linfécitos Th2,
incluindo células do sistema imune inato e da resposta imune adaptativa. Exemplos
de células produtoras séo: células dendriticas, macrofagos, mastécitos, células NK,
eosinofilos, neutrofilos, linfocitos T CD4+ e linfécitos T CD8+, linfocitos T reguladores
e linfécitos B. A IL-10 também pode ser produzida por alguns tipos de células nao

imunes, como 0s queratindcitos, células epiteliais e mesmo células tumorais (52-54).
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Quando comparada a secrecdo de outras citocinas, a producdo de IL-10 é
relativamente tardia apds a ativacdo de linfécitos T ou mondcitos, o que parece ser
importante para o papel regulador dessa citocina (52). A importancia relativa da
producado de IL-10 por cada célula pode variar com o tipo, intensidade e localizacéo

do estimulo inflamatorio, sendo os macrofagos geralmente grandes produtores (54).

A IL-10 inibe respostas inflamatérias tanto da resposta imune inata quanto da
resposta adaptativa, sendo, portanto, uma citocina central para a resolucdo da
inflamacédo. Essa acao previne lesdes teciduais advindas de respostas inflamatorias

excessivas (52,53).

Outra acdo importante da IL-10 é a inibicdo da producdo de varias citocinas e
mediadores inflamatérios pelos macréfagos e células dendriticas, dentre eles IL-1,
IL-6, IL-12, TNF e muitas quimiocinas. A IL-10 pode também exercer sua acgao
inibitéria por meio do estimulo da liberagdo de mediadores anti-inflamatorios, como o

antagonista do receptor de IL-1, produzido por macréfagos (52).

A inibicdo da producdo de citocinas pelas células apresentadoras de antigenos
implica em atividades imunorregulatérias da IL-10 sobre as respostas Thl e Th2. A
IL-10 inibe a producéo de IL-12 por células dendriticas e macréfagos ativados. Como
a IL-12 é um estimulo critico para a secrecdo de IFN-y, que participa de reacdes
imunolégicas direcionadas contra microorganismos intracelulares, a IL-10 atua
suprimindo estas reacgdes. A IL-10 também reduz a producao de IL-4 e IL-5, inibindo
as acbes do subtipo de linfocito Th2, responsavel, dentre outras funcgdes, pela

defesa contra helmintos (40,54).

O subtipo de linfécitos Th17 promove a inflamacédo e medeia a defesa contra fungos
e bactérias extracelulares. Os linfocitos Thl7 também produzem IL-10,
representando uma importante fonte desta citocina durante doencas infecciosas
(54). Estudos recentes demonstraram que a IL-10 produzida pelas células Th17
pode refinar as respostas mediadas por esse subtipo de linfécito, direcionando-as
para patdgenos especificos. Esses estudos também revelaram que a inibicdo da

secrecdo de IL-10 por essas células ocasiona condi¢cdes patologicas auto-
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inflamatodrias, denotando mais uma vez a importancia dessa citocina para a

imunorregulacao (53,55).

Em relacéo a FR, estudo recente ndo conseguiu mostrar associacédo do polimorfismo
génico desta citocina com a FRA (26). Porém, parece haver uma relacdo entre o
polimorfismo génico da IL-10 com o desenvolvimento da cardiopatia reumatica
cronica (35) e uma expressdo aumentada de IL-10 nos pacientes com doenca
avancada (34). Estudo envolvendo 36 criancas (37% com FRA e 63% com CR)
mostrou que os niveis séricos de IL-10 variaram de 3 a 6 pg/mL, sem diferenca entre
0Ss grupos, sendo que, do total de pacientes, 95% apresentavam doenca valvar
grave (58).

d) Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 é a principal citocina do subgrupo Th2 e funciona tanto como um indutor
quanto como uma citocina efetora dessas células. As principais fontes celulares sao
os linfécitos T CD4" do subgrupo Th2 e os mastdcitos ativados, mas outras células

do tecido também produzem esta citocina (37).

A IL-4 possui acBes importantes sobre varios tipos de células. Ela estimula a
mudanca de classe da cadeia pesada da Ig da célula B para o isotipo IgE, agindo de
forma crucial nas reacdes de hipersensibilidade imediata (alérgicas). Além disso,
estimula o desenvolvimento de células Th2 a partir de células T CD4" imaturas,
funcionando como um fator de crescimento autocrino para as células Th2

diferenciadas (37).

Estudos prévios em pacientes com CR mostraram baixa producdo de IL-4 nas
células do tecido valvar e alta producdo nas células do miocardio, sugerindo o
envolvimento de diferentes células mononucleares. Dessa forma, reforca-se o
carater regulatorio desta citocina e também indutor da progressao e manutencéo do
dano valvar (20,69).
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e) Interleucina 2 (IL-2)

A IL-2 € um fator de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacao de linfocitos T, que
desempenha um papel importante na inducdo de respostas das células T e no
controle das respostas imunes. E produzida principalmente por linfécitos T CD4"
inicialmente apds o reconhecimento do antigeno e dos coestimuladores. A producgéo
de IL-2 é rapida e transitoria, iniciando-se 1 a 2 horas apos o reconhecimento do
antigeno, atingindo um maximo em cerca de 8 a 12 horas e reduzindo-se em 24
horas (37).

A IL-2 possui um papel essencial tanto na promogao e controle das respostas da
célula T quanto nas suas funcdes. Ela estimula a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo de células T ativadas por antigeno (aumenta a producéo de citocinas
efetoras, tais como IFN-y e IL-4, pelas células T). Além disso, a IL-2 é necessaria
para a sobrevivéncia e o funcionamento das células T reguladoras (37).

O aumento na producdo de IL-2 em pacientes com FRA e em pacientes com CR
ativa foi relatado por diversos autores (74-77). Além disso, foi observado expressao
aumentada de células T CD4" e expressédo reduzida de células T CD8" no sangue
periférico durante a fase ativa da doenca (75-78). Foi identificado que a producéo de
IL-2 pelas células mononucleares € diferente dependendo da sua localizacéo, sendo
gue a producao nas células tonsilares foi baixa, enquanto que nas células do sangue

periférico foi alta em pacientes com FR e CR ativa sem insuficiéncia cardiaca (79).

f)  Interleucina 17A (IL-17A)

A IL-17 é um importante elo entre a imunidade adaptativa mediada por células T e a
resposta inflamatoria aguda. Ela induz a inflamacao rica em neutrofilos, através da
estimulacdo da producdo de outras citocinas e quimiocinas (como TNF) que
recrutam os neutrofilos (erradicam bactérias extracelulares e fungos). Além disso, a
IL-17A estimula a producdo de substancias antimicrobianas, incluindo as defensinas
(37).

Estudo atual analisando a expresséao de citocinas associadas as células Th1l7 em

camundongos mostrou aumento nos niveis seéricos de IL-17 e IL-6 nos animais com
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CR, além de maior concentracdo destas citocinas também no tecido valvar mitral
(61). Essa correlacdo das citocinas expressas por células Thl7 também foi
evidenciada em trabalho recente em humanos, no qual 14 pacientes com doenca
valvar mitral reumatica tiveram niveis séricos elevados de IL-17A em relacédo a 23
controles saudaveis, além de uma razdo células Thl7/células T regulatérias
aumentada (62).

g) Interferon y (IFN-y)

O IFN-y é a principal citocina de ativacdo de macrofagos e possui fungdes criticas na
imunidade contra microorganismos intracelulares. Ele funciona principalmente como
um ativador de células efetoras do sistema imunoldgico. Além das células Thl CD4",
as células NK e células T CD8" também produzem IFN-y. As células NK secretam
IFN-y em resposta a ativacdo de ligantes na superficie das células hospedeiras
infectadas ou estressadas ou em resposta a IL-2, atuando, neste cenario, como um
mediador da imunidade inata. Na imunidade adaptativa, as células T produzem IFN-
Yy em resposta ao reconhecimento do antigeno e a producéo é aumentada pela IL-12
e IL-18 (37).

As funcbes da IFN-y sdo importantes na imunidade mediada por células contra os
microorganismos intracelulares, por varios mecanismos: ativa os macréfagos para
destruir os microorganismos fagocitados; atua sobre as células B para promover a
mudanca para certas subclasses de IgG e inibir a mudanca para 0s isotipos
dependentes de IL-4 (como a IgE); promove a diferenciacdo de células T CD4" para
0 subgrupo Thl e inibe o desenvolvimento das células Th2 e Thl7; estimula a
expressdo de varias proteinas diferentes que contribuem para a amplificacao
antigeno associado a apresentacdo do MHC associado ao antigeno e a iniciacao e
amplificacdo das respostas imunologicas dependentes das células T (37). As a¢bes
do IFN-y resultam no aumento da ingestdo de microorganismos e destruicdo dos

patdgenos ingeridos.

Células mononucleares do tecido cardiaco secretam IFN-y e TNF-a tanto na FRA
quanto na CR (20). Estudo com criancas com FRA e CR cronica mostrou que 0s

niveis séricos de IFN-y variaram de 2 a 7 pg/mL, sem diferenca entre os grupos (58).
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O resumo das citocinas (locais de producéo, principais a¢gdes e papel descrito na

febre reumatica) est4 apresentado na Tabela 1.

Considerando-se que o0 processo patoldégico associado a CR é de origem

inflamatoria e considerando-se a importancia das citocinas neste processo, a

hipotese formulada foi a de que a lesdo valvar reumatica pode ser consequéncia de

uma intensa resposta inflamatéria induzida pela produgédo local e sistémica de

citocinas inflamatérias e moléculas citotoxicas, com reducdo da resposta
moduladora.
Tabela 1: As citocinas e as suas principais fungoes
Cito- Local de C ~ Atuacéo na Febre
; ~ Principais Ac¢oes Lo
cinas Producéo Reumatica
TNF-a | Macréfagos - Mediador da resposta inflamatéria aguda a - Papel ndo bem
Células bactérias e outros microorganismos infecciosos definido, parece existir
dendriticas - Ativacéo de células endoteliais (inflamacao, variacdes da sua acao
Células NK coagulagéo) dependendo da fase da
Células Thl - Ativacéo de neutrdfilos doenga.
CD4" - Gera febre (age no hipotadlamo) e catabolismo - Pode estar associada
de musculos e gorduras (caquexia) a progresséao da doenca
- Promove apoptose de muitos tipos celulares e lesdo valvar.
- Estimula vérias células a secretar quimiocinas
IL-6 Macréfagos - Estimula a sintese de proteinas de fase aguda |- Papel incerto, estudos
Células no figado sugerem estar
endoteliais - Estimula a producéo de neutréfilos na medula envolvida na febre
Células Th2 Ossea reumatica aguda e nas
CcD4" - Estimula a producéo de anticorpos nas células B |fases iniciais da
- Estimula as células T CD4" a se diferenciar em |cardiopatia reumatica.
Th17
IL-10 | Macrofagos - Inibe a produgéo de vérias citocinas - A expressao
Células inflamatdrias por macréfagos e células aumentada parece estar
dendriticas dendriticas ativados (IL-1, TNF, IL-12, IFN-y) associada a doenca
Células T - Inibe a expresséo de coestimuladores e valvar avancada.
regulatérias moléculas de MHC classe Il em células
(principal) dendriticas e macré6fagos
Células Thl - Tem papel crucial na manutencao da
cb4* homeostase no sistema imune do intestino
IL-4 Mastécitos - Promove diferenciacéo de células T CD4" para |- Baixa producéo nas
ativados 0 subgrupo Th2 e inibe o desenvolvimento das células do tecido valvar
Células T células Thl e Th17 e alta produgéo nas
indiferenciadas |- Estimula a mudanca de classe da cadeia células do miocardio,
Células Th2 pesada da Ig da célula B para o isotipo IgE sugerindo carater
CD4" (principal) |- Juntamente com a IL-13, contribui para uma regulatorio.
forma alternativa de ativacao dos macréfagos,
gue é distinta da resposta de macréfagos ao IFN-
Y
- Estimula o peristaltismo no trato gastrointestinal
- Desencadeia o recrutamento de leucécitos
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Cito- Local de S ~ Atuacao na Febre
: ~ Principais Acbes "
cinas Producéo Reumética
IL-2 Células T CD4" |- Estimula a sobrevivéncia, proliferacdo e - Expressdo aumentada
indiferenciadas |diferenciagdo de células T ativadas por antigenos |na febre reumatica
- Aumenta a producéo de citocinas efetoras como |aguda e na cardiopatia
IFN-y e IL-4 pelas células T reumatica ativa.
- E necessaria para a sobrevivéncia e o - Seu papel na
funcionamento das células T reguladoras, que cardiopatia reumatica
suprimem as respostas imunes contra 0s cronica ndo esta bem
autoantigenos e outros antigenos estabelecido.
- Estimula a proliferacéo e a diferenciacdo das
células NK e das células B in vitro
IL-17A |Células Th17 - Induz a inflamac&o rica em neutrdfilos - Concentrag8es séricas
cb4* - Estimula a producéo de TNF e em tecido valvar mitral
- Estimula a produc¢éo de substéncias aumentadas em
antimicrobianas (ex: defensinas) pacientes com
cardiopatia reumatica
estabelecida.
IFN-y | Células NK - Mediador da resposta inata - Parece apresentar
Células T CD8" |- Ativa os macréfagos para destruir os concentracdes séricas
Células Thl microorganismos fagocitados elevadas tanto na febre

CD4" (principal)

- Atua sobre as células B para promover a
mudanca para certas subclasses de 1gG

- Promove diferenciacéo de células T CD4" para
0 subgrupo Thl e inibe o desenvolvimento das
células Th2 e Th17

- Estimula a expresséo de varias proteinas que
contribuem para a amplificagdo do antigeno
associado a apresenta¢cdo do MHC e a indicacdo
e amplificacao das respostas imunoldgicas
dependentes das células T

reumatica aguda quanto
na cardiopatia
reumatica crénica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil de citocinas séricas em pacientes adultos com cardiopatia reumatica
cronica, em diferentes fases da histéria natural da doenca, correlacionando-se com a
gravidade das lesOes valvares expressa pela necessidade de intervencdo valvar

invasiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [Fazer associacdo entre concentracdo seérica de citocinas e critérios
ecocardiograficos de gravidade da doenca valvar.

e Verificar se existe correlacdo entre o padrdo de acometimento valvar e a
concentracdo sérica de citocinas.

¢ Identificar se um perfil especifico de citocinas € encontrado em pacientes nos
estagios mais avancados da cardiopatia reumatica.

e Verificar a associagdo entre a idade do inicio da profilaxia secundaria com

penicilina e a necessidade de intervencéo valvar.
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4 METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de estudo observacional transversal.

4.2 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

O local da pesquisa foi o ambulatério Bias Fortes e o Hospital das Clinicas da
UFMG, onde os pacientes realizam os exames clinicos, propedéutica complementar
e 0 acompanhamento da cardiopatia reumatica. Os casos que foram referenciados
para abordagem valvar, seja cirdrgica ou percutanea, foram conduzidos no Hospital
das Clinicas da UFMG. A dosagem das citocinas foi realizada no Laboratério de
Biologia das InteracBes Celulares (LABIC) do Departamento de Morfologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

4.3 PACIENTES

4.3.1 Critérios deincluséao

e Pacientes com cardiopatia reumatica em qualquer estagio evolutivo com idade
superior a 18 anos.

e Concordancia voluntaria e por escrito em participar do estudo.
4.3.2 Critérios de excluséao

e Lesdo valvar secundaria a outras patologias como isquemia ou doenca
degenerativa da valva mitral.

e Doencas sistémicas ou autoimunes gque alterem a resposta inflamataria.

e Doencas infecciosas associadas como AIDS e doenca de Chagas.

e Gravidez.
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4.4 RECRUTAMENTO

Os pacientes com diagnostico de doenca valvar reumatica caracterizada por
estenose ou insuficiéncia, em diferentes estagios evolutivos da doenca, que estavam
em acompanhamento no ambulatorio Bias Fortes do Hospital das Clinicas da
UFMG, sem distin¢ao de cor, classe ou grupo social, foram elegiveis para o estudo.
Os pacientes foram esclarecidos sobre o estudo e convidados a participar deste. Ao
concordarem, 0s pacientes assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo A), em que autorizaram a utilizacdo no estudo de seus dados
clinicos e de exames cardioldgicos, além da coleta de sangue. Nao houve qualquer
tipo de alteracdo no tratamento em virtude do presente estudo. A indicacdo ou néo
de tratamento cirdrgico ou valvoplastia foi realizada pela equipe médica assistente
seguindo as recomendacbes das diretrizes atuais para tratamento das doencas

valvares e avaliando individualmente os pacientes.

Apos inclusdo no estudo, foi realizado cuidadoso exame clinico de cada paciente
pelo pesquisador principal, com o0 objetivo de se estabelecer a gravidade da
valvopatia subjacente. Além disso, foi realizado inquérito sobre sintomas,
comorbidades, presenca de complicaces da cardiopatia reumética, como fibrilacao
atrial e eventos tromboembdlicos, passado de necessidade de intervencao valvar,
passado de febre reumatica aguda, uso atual de medicacbes e realizacdo de

profilaxia secundaria com penicilina benzatina.

Todos os pacientes realizaram ecodopplercardiograma transtoracico de acordo com
as diretrizes atuais, fornecendo ndo somente dados para a pesquisa, mas também

parametros necessarios para a abordagem clinica do paciente.

Os dados coletados foram inseridos em Protocolo de Pesquisa que se encontra no

Anexo B.
4.4.1 Dosagem das citocinas

Amostras de soro foram coletadas de todos os pacientes para a dosagem das
seguintes citocinas: IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-4, IL-17A e IL-2, utilizando o kit
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. A escolha
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deste kit especifico foi baseada no fato de que o mesmo possui um perfil de
citocinas que compreende a resposta imune envolvendo células Thl, Th2 e Thl7,

com amplo balan¢o imunorregulatério.

Foram coletados cerca de 5 ml de sangue periférico em frascos contendo heparina
sodica (Vacutainer - BD, EUA). As amostras foram preparadas de acordo com
protocolo desenvolvido para o presente estudo e para a futura analise de perfil
celular. Sendo assim, foi necessaria a separacdo de células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs). Para isso, o sangue foi aplicado lentamente em tubos
conicos de polipropileno com capacidade para 50 mL (Falcon, BD Biosciences, EUA)
contendo 15 mL de solucdo Ficoll-Hypaque (Histopaque®1.077, Sigma-Aldrich,
EUA). Posteriormente os tubos foram centrifugados a 400 g por 40 minutos a 20°C.
Ao término da centrifugacdo formou-se um anel contendo as PBMCs na interface
entre plasma e eritrocitos. O plasma foi pipetado e armazenado em freezer -80°C.
As citocinas séricas foram avaliadas por citometria de fluxo de acordo com as

especificacdes do fabricante.

O anel contendo as PBMCs foi coletado e transferido para outros tubos cénicos
contendo meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, EUA). Posteriormente foram lavadas
por duas vezes por centrifugacdo (400 g, 10 minutos a 4°C). Ao final das duas
lavagens, as células foram ressuspendidas novamente em 1 mL do meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 5% soro humano (Sigma-Aldrich),
1,6% de L-glutamina (Invitrogen) e 1% de antibiético penincilina/estreptomicina
(Cultilab), contadas em camara hemocitométrica de Neubauer, na diluicdo 1:20, em
solucéao de Azul de Turks (Sigma-Aldrich, EUA) e ajustadas para a concentragéao de
1,0 x 10° células/mL. As células mononucleares do sangue periférico foram
criopreservadas para a realizacdo dos ensaios futuros por citometria de fluxo. Para
tanto, apés serem ajustadas para a concentracdo de 1,0 x 10° células/mL, as
PBMCs foram entdo ressuspendidas em criotubos (Imec) contendo 1,5mL de
solugcéao de congelamento para cada 1,0 x 10° células. A solucdo de congelamento &
constituida de 90% de Soro Fetal Bovino (Cultilab) e 10% de Dimetilsulféxido —

DMSO (Merck). Os criotubos foram deixados overnight a -80°C em recipiente préprio
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de congelamento (Nalgene) contendo alcool isopropilico e entdo transferidos para

nitrogénio liquido, onde estéo identificadas e armazenadas até o presente momento.

Tanto os dados clinicos quanto o material bioldégico (sangue periférico) foram

utilizados somente nesta pesquisa.

4.5 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O célculo amostral foi realizado a partir do primeiro experimento incluindo 48
pacientes para se determinar os valores das citocinas conforme a intervencao
valvar. Selecionou-se IFN-y para os calculos, verificando-se um aumento na
concentracdo sérica dessa citocina nos pacientes que foram submetidos a
intervencao valvar em relacdo aos demais (5,3 versus 3,1 pg/mL, respectivamente).
Assim, considerando-se erro alfa de 0,05, poder estatistico de 95%, na proporcao de
3:1 intervengao/ndo intervencéo, obteve-se uma amostra de 80 pacientes (20 no
grupo sem intervencao e 60 no grupo de intervencdo). Para os calculos, utilizou-se

software G Power, versao 3.1.

4.6 PESQUISA E NORMATIZACAO BIBLIOGRAFICA

A pesquisa bibliogréfica foi realizada por meio de ferramentas de busca utilizando-se
as seguintes palavras-chave: febre reumatica, cardiopatia reumatica, valvopatia
mitral reumatica, resposta inflamatoria, ecodopplercardiograma, intervencao valvar.
A base de dados consultada foi o portal de literatura biomédica Publicacdes Médicas
(PUBMED), disponivel na internet. Os artigos incluidos como referéncias
bibliograficas foram escolhidos apds pesquisa de publicacdes indexadas nas areas
de interesse, de 1964 a julho de 2016. Foram também utilizados para a bibliografia

livros de referéncia sobre os temas estudados.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inseridos em um protocolo de pesquisa, transferidos para um banco
de dados eletrdnico e analisados em um sistema de analise de dados intitulado

SPSS, versao 21, utilizando-se métodos estatisticos adequados.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

O estudo por si ndo alterou a rotina do acompanhamento clinico e tampouco das
cirurgias cardiacas do hospital. Como ndo houve nenhuma alteracdo no tratamento

dos pacientes, o estudo n&o predisp6s a nenhum risco terapéutico adicional.

O estudo néo trouxe beneficios imediatos em termos individuais. No entanto, o
conhecimento gerado a partir dos dados obtidos pode levar a um melhor
conhecimento do padrdo morfologico e imunoldgico da leséo valvar reumatica e sua
correlacdo com o perfil epidemiologico dos pacientes com doenga reumética no
Brasil. Além disso, pode servir de base, juntamente com outros estudos, para a
investigacdo de novas abordagens terapéuticas na doenca reumatica para evitar
progressdo da lesdo valvar. Todos os pacientes incluidos no estudo sao
acompanhados no servico de cardiologia do Hospital das Clinicas da UFMG no
Ambulatorio Bias Fortes.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(Projeto: CAAE 32715214.90005149) (Anexo C).
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ABSTRACT

Background: Rheumatic fever (RF) and subsequent rheumatic heart disease (RHD)
remain a serious public health problem in developing countries. The pathogenesis of
the disease consists of the triad characterized by the presence of group A

streptococci (Streptococcus pyogenes), a genetically susceptible host, and an
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exacerbated immune response. The pattern of immune response after exposure to
group A streptococcus is one of the main determinants of the rheumatic inflammatory
process leading to valve lesions. However, the evolution of RHD is variable, making it
essential to identify the patients who present a higher risk of disease progression.
The objective of the present study was to analyze cytokine serum levels in the
different stages of RHD, and their correlation with disease severity, stratified by the
need for valve intervention. Methods: This is an observational, cross-sectional study,
including 89 patients with RHD from the Bias Fortes outpatient clinic of the UFMG
Medical School. Careful clinical examination was performed by the principal
investigator to quantify the valvular lesions, with subsequent echocardiogram
performed to better define the morphological aspect of the valve and to obtain
measurements and hemodynamic calculations. Next, blood samples were collected
for cytokine measurements. Serum samples were analyzed using cytometric bead
array (CBA) assay for the measurement of interleukins (IL): IL-10, IL-6, IL-2, IL-4, IL-
17A, tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interferon-y (IFN-y). Results: The mean
age of the patients was 41 + 11.5 years with a high prevalence of women (85%). Half
of the patients (49.4%) reported a history of acute RF, not associated with the need
for valve intervention (p = 0.086). Mitral valve was affected on all cases, with 60
patients (67.4%) presenting isolated mitral involvement, 23 (25.9%) with mitral and
aortic involvement and 6 patients (6.7%) with mitral, aortic and tricuspid involvement.
At the time of inclusion in the study, 64 patients had already undergone valvular
intervention (valve replacement or percutaneous or open valvuloplasty), denoting a
RHD of greater severity, which required an invasive procedure to alter the disease
evolution. Twenty-five patients, with the same demographic characteristics as the
others, had stable RHD, with mild or moderate valve lesions, without the need for any
cardiac intervention. Patients with no previous valvular intervention reported earlier
onset of secondary prophylaxis with benzathine penicillin compared to patients with
more severe RHD (15.7 +10.5 years versus 23.9%10.2 years, respectively,
p = 0.002). When the patients were stratified according to valve intervention, it was
observed that the peripheral serum concentration (pg/ml) of inflammatory cytokines
was higher in the group with more severe disease than in those with low disease
progression (IL-6: p =0.007; TNF-a: p=0.017; IL-2: p =0.018; IL-17A: p =0.019;
IFN-y: p=0.026). The same was seen for IL-4 (p=0.007). Interestingly, the
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expression of the anti-inflammatory cytokine, IL-10, was not different between groups
(p = 0.366). Cluster analysis of all cytokines showed a different segregation between
intervention and non-intervention groups, with IL-6/TNF-a and IL-6/IL-17A associated
with intervention and non-intervention, respectively. Besides that, when analyzing the
echocardiographic parameters, the echo score of mitral involvement had a negative
correlation with IL-17A, showing that the lower the interleukin serum concentration,
the higher the valve damage. Conclusions: Patients with severe RHD requiring
valvular intervention had a more intense inflammatory response evidenced by high
concentrations of inflammatory cytokines, as compared to patients with more
favorable disease evolution. The interleukin IL-17A may play a role on the regulation
of the inflammatory response on RHD. In addition, the early initiation of secondary
prophylaxis of RF with the use of penicillin was more frequent in patients with stable
evolution of RHD, supported by the hypothesis that streptococcal reinfections play a
fundamental role in the progression of heart disease.

Key words: rheumatic fever, rheumatic heart disease, rheumatic mitral valvopathy,

inflammatory response, echodopplercardiogram, valve intervention

INTRODUCTION

Rheumatic heart disease (RHD) remains an important public health challenge in
developing countries, where it is the major cause of cardiovascular morbidity and
premature death in children and young adults (2,7,18,19). RHD is the consequence
of valvular damage caused by an abnormal immune response triggered by group A
streptococcal pharyngitis, usually during childhood. The pathogenesis of RHD is
incompletely understood and depends on several host factors that mediate a
pathological autoimmune response. Molecular mimicry between streptococcal
antigens and human proteins in association with an aberrant host immune response

is the cornerstone of RHD pathophysiology (6,20).

RHD is a progressive condition that often results from cumulative inflammation of the
cardiac valves due to recurrent episodes of ARF leading to chronic valvular
dysfunction (6). The rate of progression of valvular lesions may be influenced by

multiple factors, including burden of streptococcal exposure, streptococcal serotypes,
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genetic predisposition, and variations in immune response (6,20). In this context,
cytokines involved in the activation of the immune response may play a role in
determining RHD progression. Autoreactive T cells (CD4+) migrate from peripheral
blood to the heart and proliferate in the valves in response to stimulation with specific
cytokines (21,22). High TNF alpha, interferon gamma, and low IL-4 were detected in
the rheumatic valve tissue (11), supporting the hypothesis that an exacerbated
inflammatory reaction induces progressive and permanent valve damage. A previous
study showed that mononuclear cells from heart lesions predominantly secrete IFN-y
and TNF-a, Thl-type cytokines, in chronic RHD patients (12,23).

Once valve lesions have developed, further progression to life-threatening valve
dysfunction may vary, and the identification of patients at risk for disease progression
with subsequent need for intervention is essential. Thus, circulating cytokine profile
may have potential value for clinical risk stratification in RHD patients. The present
study was designed to determine the cytokine profile of patients in a wide spectrum
of RHD severity, specifically if a particular cytokine profile is associated with the need

for valve intervention.

METHODS

Study Population

This is an observational, cross-sectional study, including patients who were referred
for management of rheumatic valve disease from a tertiary center for heart valve
disease. The study initially enrolled 98 patients with RHD from March 2015 to May
2016, but 9 patients were excluded because of the presence of: other systemic or
inflammatory diseases that could independently alter the cytokine profile (1 patient
with lupus erythematosus, 1 patient with active breast cancer, 1 patient with sickle
cell anemia); other infectious diseases such as HIV or Chagas disease (1 patient with
dengue, 2 patients with Chagas disease); valve disease due to other causes (1
patient with ischemic mitral regurgitation, 1 patient with degenerative aortic valve

disease); and pregnancy (1 patient). This study was approved by the Ethics
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Committee of Federal University of Minas Gerais and written informed consent was
obtained from all patients.

Careful clinical examination was performed by the principal investigator to quantify
the valvular lesions. The previous clinical history was collected, focusing on
symptoms, comorbidities, history of ARF, recurrent pharyngotonsillitis, and also
valvular complications such as atrial fibrillation, stroke or the need for valvular
intervention. Information on current medications used and secondary prophylaxis

with penicillin was also assessed.

Definition of severity of rheumatic heart disease

The main outcome was the need for valve intervention, defined by any invasive valve
procedure performed previously to the enroliment in the study. Indications for
intervention followed the guidelines for treatment of valve disease, and the criteria
were based on the presence of symptoms associated with echocardiographic
parameters that quantify valve dysfunction as severe, including morphologic
characteristics of the valve, repercussions on the cardiac chambers, ventricular

function, and pulmonary hypertension (13).

Echocardiographic Evaluation

Echocardiogram was performed following the current recommendations regarding
imaging acquisition to better define the morphological aspect of the valve and to
obtain measurements and hemodynamic calculations. The valvular damaged was
quantified by the most recent guidelines on the subject into mild, moderate and
severe (13). The impairment of the right and left ventricle was also accessed to better

identify the severity of the valvular disease.

Cytometric Bead Array Assay

Peripheral blood samples were collected from all patients for cytokine

measurements, using a cytometric bead array (CBA) assay containing interferon-
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gamma (IFN-y), tumor necrosis factor-alfa (TNF-a), interleukin-17A (IL-17A),
interleukin-10 (IL-10), interleukin-6 (IL-6), interleukin-4 (IL-4) and interleukin-2 (IL-2).

To assess the levels of these cytokines in the sera from patients, CBA kits (BD
Biosciences, California, USA) were utilized according to manufacturer's protocol. A
minimum of 2000 events were collected per sample. Data analysis was performed
using FlowJo cytometry analysis software (FlowJo, Tristar, San Jose) and the
median fluorescence intensity (MFI) of each bead cluster was evaluated to calculate
the cytokine concentration in the sera of patients. Cytokines concentrations were
extrapolated according to the standard curve created by serial dilutions of the
positive control. The concentrations of cytokines were expressed in pg/mL.

Statistical analysis

Continuous data, expressed as mean * standard deviation (SD) or median and
interquartile range, were compared using Student’s paired t-test or the Mann-Whitney
test, as appropriate. Categorical variables have been reported as numbers and
percentages and assessed using the chi-square test. P values <0.05 were regarded
as statistically significant. Statistical analysis was performed using SPSS, version
21.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois). The graphs were provided by GraphPad Prism
version 5.0 (San Diego, CA). Cluster analysis and heatmaps were performed using
the ClustVis software (15).

RESULTS

Baseline clinical characteristics

Of the final 89 patients, 13 were male (14.6%) and 76 female (85.4%). The mean age
was 41 years (standard deviation + 11.5 years). Fifty-five patients (61.8%) were
asymptomatic at the time of recruitment into the study while the remaining 34

patients (38.2%) were in NYHA functional class Il or .

At the time of enrollment in the study, 64 (71.9%) patients had previously been

submitted to valve intervention, including either percutaneous or surgical
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valvuloplasty or valve replacement. From these 64 patients, 9 (14.1%) underwent
valve replacement (4 biological mitral prostheses, 3 mechanical mitral prostheses, 1
mechanical aortic prosthesis and 1 patient had mitral and aortic replacement, with
implant of biological prostheses). The other 55 (85.9%) patients underwent
percutaneous mitral valvuloplasty. Between these 64 patients, 15 (23.4%) of them
performed valve intervention more than once. When comparing patients with one
valve intervention versus patients with more than one valve intervention, there was
no difference considering the cytokine expression (IFN-y: p =0.063; IL-17A:
p =0.456; TNF-a: p =0.272; IL-10: p =0.516; IL-6: p = 0.815; IL-4: p =0.787; IL-2:
p =0.191).

The demographic and clinical characteristics of the study population are shown in
Table 1, divided into patients with and without valve intervention. Atrial fibrillation was
present in 25 patients (28.1%). The rates of atrial fibrillation and stroke were similar
between patients that had less severe valve lesion compared to those who had been
submitted to some valvular procedure (20.0% versus 31.2%, p =0.289; 20.0%
versus 20.3%, p = 0.974, respectively). The clinical status evaluated by vital signs
showed that patients without valve intervention did not differ from the ones with valve
intervention on regards of heart rate, systolic blood pressure and diastolic blood
pressure (p =0.311; p = 0.178; p = 0.811, respectively).

The body surface area (BSA) had a statistically significant difference between the
groups, showing a smaller value on the patients who had valve intervention
comparing to the ones who did not (1.70 £ 0.21 m2 versus 1.80 + 0.18 m?, p = 0.037,
respectively), probably because of the presence of more male patients on the no

intervention group.

The previous history of recurrent pharyngotonsillitis and the presence of rheumatic
heart disease on siblings was not different between the groups with and without
intervention (p = 0.593, p = 0.519, respectively).

Only half of subjects (49.4%) had a clinical history of ARF and this feature was not
associated with the need of valve intervention (p=0.086). On regards the

occurrence of symptoms during the ARF, the most common one was arthritis (5
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patients on the no intervention group and 18 patients on the intervention group),
followed by the association of arthritis and carditis (7 patients on the no intervention
group and 5 patients on the intervention group). Isolated carditis occurred only on 1
individual on each group and the same happened with isolated chorea. Chorea
appeared with arthritis in 1 patient on the group without intervention and with carditis
in 1 patient on the group with intervention. The skin manifestations did not occurred
alone on neither group, but it was present associated with arthritis (1 patient on each
group). There was 1 patient on the intervention group who had an association of
carditis, arthritis and chorea. There was no statiscal difference between the groups
on regards the pattern of symptoms during ARF (p = 0.089) and, when analyzing the
cytokine profile, dividing the patients into with carditis and without carditis, there was
no difference on the sera concentration for none of them (IFN-y: p = 0.311; IL-17A:
p =0.457; TNF-a: p =0.262; IL-10: p =0.204; IL-6: p =0.442; IL-4: p =0.961,; IL-2:
p =0.714).

The rate of use of penicillin as a secondary prophylaxis at any time of the patient
lives was similar when comparing the two groups with and without intervention
(76.6% versus 92.0%, p = 0.096). However, it was observed that the age of onset of
penicillin use was earlier in patients of less severe disease than in those who had

required valve intervention (23.9 + 10.2 years versus 15.7 + 10.5 years, p = 0.002).

Echocardiographic data

The echocardiographic measurement comparing according to valve intervention are
shown in Table 2. There were no differences of the echocardiographic parameters
between the patients who required intervention and those with no intervention,
except for left atrial diameter that was greater in the group with intervention
(44.0 £ 9.3 mm versus 48.4 £ 7.0 mm, p = 0.019), but with similar values for left atrial
index volume (51.1+£23.1 mL/m2 versus 52.6 + 10.5 mL/m2, p =0.860). Right
ventricular dysfunction was detected in 11.5% of the patients, with similar incidence
between the groups (8.0% for patients without valve intervention versus 12.9% for

patients with valve intervention, p = 0.516). The mitral valve morphology assessed by
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echo score was also similar between the groups (7.4+1.7 versus 7.8+ 1.1,
p =0.422).

The systolic pressure in the pulmonary artery (SPAP) calculated from the peak
velocity of the regurgitation jet from the tricuspid valve had only mild elevation on
both groups considering the cut-off value of 35 mmHg (16), with no statistical
difference between patients without valve intervention and with valve intervention
(38.8 £ 20.5 mmHg versus 41.0 + 14.3 mmHg, p = 0.608).

When analyzing the damage on the left ventricle through the measurements of
ejection fraction and diastolic and systolic dimensions it was possible to see that
there was no impairment on left ventricle systolic function in neither groups
(64.0 £ 7.9% versus 63.4 +£7.0%, p=0.717), despite the slight enhance on the
diameters in both groups (diastolic diameter: 50.9 + 5.9 mm versus 48.4 + 7.0 mm,
p =0.118; systolic diameter: 33.2+5.7 mm versus 31.6+4.9 mm, p=0.196),
considering the reference values for women with a mean age of 41 years-old (17).

Considering the type and number of valves with rheumatic disease, mitral valve was
affected on all cases. Sixty patients (67.4%) had isolated mitral valve impairment,
23 (25.9%) had both mitral and aortic valves involved, and 6 (6.7%) had mitral, aortic
and tricuspid valves damaged by rheumatic heart disease. There was no statistical
difference between the two groups regardless the pattern of valve involvement
(isolated mitral valve disease was present on 52.0% of patients without valve
intervention versus 73.4% of patients with valve intervention, p = 0.052), but with a
tendency of more mitral valve disease on the intervention group because of the

recruitment site.

When analyzing the pattern of valve involvement, among patients with only mitral
valve disease, 43 had isolated mitral stenosis (17 mild disease, 13 moderate disease
and 13 severe disease), 4 had mitral stenosis as the main disease (3 moderate and
1 severe disease), 6 had mitral regurgitation as the main disease (2 mild, 3 moderate
and 1 severe disease) and 7 had balanced mitral disease (4 mild, 1 moderate and
2 severe disease). Five patients had both mitral and aortic valve damaged, but had a

worst lesion in the aortic valve, with 2 severe aortic stenosis, 1 severe aortic
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regurgitation and 2 moderate aortic regurgitation. Twenty-four patients had more than
one valve with rheumatic disease, but had mitral stenosis as the main involvement,

with mild disease on 10 patients, moderate in 8 and severe in 6 of them.

Taking into account all the echocardiographic parameters, when analyzing each one
separately with the cytokines sera concentration, only the Wilkins-Block score
showed a statiscal significant correlation: the higher the score, the lower the
expression of IL-17A (correlation coefficient -0.357, p = 0.019).

Cytokines

In order to determine if a particular cytokine profile was associated with the clinical
outcome of rheumatic disease, we evaluated the expression of serum cytokines in
patients who underwent or not valve intervention. When the patients were stratified
according to valve intervention, it was observed that the expression of the
inflammatory cytokines, analyzed by peripheral serum concentration in pg/mL, was
higher in the more severe group than in those with slower disease progression (IL-6:
p =0.007; TNF-a: p=0.017; IL-2: p=0.018; IL-17A: p=0.019; IFN-y: p = 0.026,
Figure 1). In addition, IL-4 was also higher in the more severe group (IL-4: p = 0.007,
Figure 1). While inflammatory cytokines were increased in the intervention group, no
statistical difference was observed regarding the expression of the regulatory
cytokine IL-10, as compared to the non-intervention group (p = 0.366). Interestingly,
cluster analysis of all cytokines showed distinct segregation patterns of cytokines
when comparing intervention and non-intervention groups. We observed that IL-17A
and IL-6 clustered together in patients who did not undergo valve intervention (Figure
2). On the other hand, IL-17A was alone in the hierarchy plot, while IL-6 grouped
together with TNF-a, in patients who underwent valve intervention (Figure 3). IL-2
and IL-4 clustered together and apart from the inflammatory cytokines in both groups
(Figures 2 and 3).

Cytokine analysis in sera from patients with or without intervention, stratified based
on the median age of penicillin onset (19 years of age), showed that patients who

underwent intervention but started penicillin at an earlier age (lower than median)
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displayed higher IL-10 (p = 0.039) and higher IL-4 (p = 0.043), as compared to those
who started penicillin later.

DISCUSSION

Rheumatic Heart Disease (RHD) is the most common acquired heart disease in
children and young adults (1). It causes substantial morbidity in children and adults,
and can affect quality of life and economic growth. According the 2004 WHO report,
the number of disability-adjusted life-years (DALY) lost to the disease was as high as
5.2 million per year, worldwide (2). Severe heart valve damage is the main cause of
disease mortality and morbidity. While the inflammatory nature of rheumatic fever-
associated heart pathology is well-accepted (24,32), the underlying mechanisms
involved in the development of severe forms is not completely understood. In this
study, we sought to investigate whether a specific cytokine expression or profile was
associated with disease severity that requires intervention. The population enrolled
had a high rate of valvular intervention (71.9%) because the recruitment was made
on a referral center for severe cases of rheumatic heart disease in Minas Gerais,

Brazil.

The prevalence of females on this study (85.4%) is on agreement with
epidemiological profiles from a few regions around the globe that show that women
have a predominance of acute rheumatic fever and women of childbearing age do
have a higher prevalence of established rheumatic heart disease than do men (3-5).
There is no biological explanation for this preference of gender of the RHD to date,
but some research observations affirm that women have a genetically-mediated
immunological factor that predispose to autoimmune diseases (6). There was no
statistical significant difference among cytokine sera concentration when comparing

gender in this study.

The overall prevalence of stroke was 20.2% (18 patients), which is higher than the
expected global incidence on patients with RHD, but it is in agreement when
considering the rate of this complication in patients with mitral stenosis (1,8,9). The
majority of patients included on this study (79.8%) had mitral stenosis as the
predominant type of valvular lesion. This can be explained by the fact that the
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recruitment place was a referral one for more severe cases of valve disease,
especially those with indication of percutaneous mitral valvuloplasty. The pattern of
valvular involvement by the rheumatic process is similar to described in the literature

(1,10,13,14) with mitral valve more frequently affected.

Patients might be diagnosed with RHD after a known ARF attack, however, the
disease is often diagnosed in patients who were previously asymptomatic or who do
not recall ARF symptoms or episodes. The first sign of disease in most patients is
shortness of breath, which occurs between 20 and 50 years of age (4). When
patients have the asymptomatic profile, it is a challenge to perform an early
diagnosis, leading to a late use of secondary prophylaxis with benzathine penicillin
(5). Although the frequency of penicillin use at study entry was similar between the
groups with and without valvular intervention, patients with no previous valvular
intervention reported earlier onset of secondary prophylaxis compared to patients
with more severe RHD of almost a decade, supporting the concept that streptococcal
reinfections are known to be directly related to morbidity, mortality, and progression
of the disease (1,7). In addition, higher concentration of IL-10 and IL-4 in the subset
of patients who underwent intervention and started early secondary prophylaxis
based on the median age of penicillin onset, suggest that early penicillin treatment
may augment the regulatory profile and it will be important to investigate whether the
patients who express higher IL-10 and IL-4 will have a better prognosis amongst the

intervention group.

The cytokine profile observed in the patients enrolled in this study showed that there
is an elevated concentration of inflammatory cytokines related to the progression of
the disease. Furthermore, when the data was analyzed in cluster, evaluating the
heatmap for cytokine profile, classified by patients without and with valve intervention
(figures 2 and 3), we observed that in both maps IL-2 and IL-4 clustered together,
suggesting a co-production/regulation of these cytokines during rheumatic fever,
regardless the outcome. This suggests that these cytokines probably may not
influence the progression of disease. In contrast, when analyzing the heatmap from
the intervention group, we observed a clustering of TNF-a and IL-6 in an independent

tree, which does not occur in the no intervention group, suggesting that these
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cytokines may influence prognosis of rheumatic heart disease, specially because
both are inflammatory cytokines with tissue damage action. Although previous
studies have demonstrated that inflammatory cytokines are increased in RHD (25-
27), our study shows that TNF-a and IL-6 are closely regulated and associated with
the adverse outcome. An interesting point is that this association was not observed in
the cluster plot for the patients without valve intervention, when IL-6 clustered
together with IL-17A and TNF-a was not associated with these cytokines.

Previous studies have shown that IL-6 is important for the induction of Th17 cells
(28). This association between IL-6 and IL-17A in patients with less severe disease
suggests that the development of Th17 cells or, at least the coordinated production of
these cytokines may be protective in RHD. It has been described that IL-17A is
increased in RHD patients as compared to controls (29). However, clinical evolution
of the patients was not evaluated in that study. Despite the association of IL-17A with
autoimmune processes, this cytokine has been associated with protection in other
diseases such as Chagas heart disease (30). The fact that patients with a less
damaged valve (a lower Wilkins-Block score) had a higher expression of IL-17A can
signalize that maybe on RF this cytokine also has a regulatory function. Cluster
analysis also showed that IL-10, a modulatory cytokine, was not tightly linked to any
other cytokine, suggesting that the control of the inflammatory response in individuals
with less severe disease might be attributed to other cytokines, as shown on previous
studies (31).

CONCLUSIONS

Our study shows that patients with more advanced rheumatic heart disease requiring
valve intervention displayed higher levels of circulating pro-inflammatory cytokines
and that the dynamics of production of these cytokines is distinct comparing between
the patients with milder or severe disease. The correlation between TNF-a and IL-6
on the patients who once have needed valve intervention shows that these cytokines
may have participation on valve tissue damage. Besides that, the co-production of IL-
17A and IL-6 on the patients with more stable disease added to the fact that IL-17A
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had a negative correlation with the echo score indicates that this interleukin may
have a regulatory role on RHD.

In addition, the early initiation of secondary prophylaxis of RF with the use of
penicillin was more frequent in asymptomatic patients who had stable condition,
supporting the hypothesis that streptococcal reinfections play a fundamental role in
the progression of the disease.

These data provide insights towards the understanding of the immunoregulatory
mechanisms associated with RHD and indicate inflammatory cytokine levels as a
potential tool for detecting disease severity. Further longitudinal analysis will be
performed to validate this data.



FIGURES AND TABLES

Table 1:
by valve intervention.

Demographic and clinical features of the study population, stratified

Demographic and clinical

No intervention Intervention p Value
features

Mean age (years) 40.5+13.0 41.4+11.0 0.736
Gender female (%) 17 (68.0%) 59 (92.0%) 0.004
Body surface area (m?) 1.80+0.18 1.70+0.21 0.037
History of ARF 16 (64.0%) 28 (43.8%) 0.086
Atrial fibrillation 5 (20.0%) 20 (31.2%) 0.289
Stroke 5 (20.0%) 13 (20.3%) 0.974
FC of NYHA III 4 (16.0%) 6 (9.4%) 0.374
Use of penicillin 23 (92.0%) 49 (76.6%) 0.096
Mean age of start of penicillin (years) 15.7+£10.5 23.9+10.2 0.002
Heart rate (bpm) 726 +115 70.3+8.6 0.311
Systolic blood pressure (mmHQ) 121.7 £18.3 117.2+£12.2 0.178
Diastolic blood pressure (mmHg) 74.4+12.3 75.0+£9.9 0.811
RHD in siblings 1 (4.0%) 5 (7.8%) 0.519
History of recurrent pharyngotonsillitis 16 (64.0%) 37 (57.8%) 0.593

ARF: acute rheumatic fever; bpm: beats per minute; FC: functional class; NYHA: New York Heart

Association; RHD: rheumatic heart disease.

Table 2:
valve intervention.

Echocardiographic features of the study population, stratified by

Baselines values No intervention Intervention p Value
LV diastole (mm) 50.9+5.9 48.4+7.0 0.118
LV systole (mm) 33.2+57 31.6+4.9 0.196
LV ejection fraction (%) 64.0+7.9 63.4+7.0 0.717
Normal RV function 23 (92.0%) 54 (87.1%) 0.516
IMVD 13 (52.0%) 47 (73.4%) 0.052
LA diameter (mm) ] 44.0+9.3 484+7.0 0.019
LA volume index (mL/m®) 51.1+23.1 52.6 + 10.5 0.860
SPAP (mmHg) 38.8+20.5 41.0+14.3 0.608
Wilkins-Block score 74+1.7 78+1.1 0.422
Peak gradient (mmHg) 154+7.9 15.7+5.6 0.867
Mean gradient (mmHg) 82+5.1 84+6.1 0.914
MV area (cm?) 1.4+0.42 1.4+0.37 0.764

IMVD: isolated mitral valve disease; RV: right ventricle; LA: left atrium; LV: left ventricle; SPAP:

systolic pulmonary artery pressure; MV: mitral valve.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O processo imune envolvido na cardiopatia reumatica € complexo, dependente da
estimulacao e regulacdo de mais de uma via de ativacdo. A definicdo do papel das
citocinas neste contexto € um desafio. O presente estudo mostrou como resultado
uma associagdo entre a producdo de citocinas inflamatérias e o desenvolvimento de
uma doenga com perfil de gravidade maior. Esses achados fornecem subsidio para
pesquisas adicionais. A nossa perspectiva € de realizar, adicionalmente, a
identificacdo das fontes celulares produtoras destas citocinas, assim como estudar a
ocorréncia de polimorfismos nos genes codificadores das citocinas, para identificar
fatores genéticos de susceptibilidade as formas graves da doenca reumética.



10.

11.

12.

60

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Rheumatic fever and rheumatic heart disease: report of a WHO expert
consultation on rheumatic fever and rheumatic heart disease. World Health
Organization. Geneva, 2001 Oct 29 - Nov 1. Geneva: WHO; 2004.

Kaplan EL. Recent epidemiology of group A streptococcal infections in North
America and abroad: an overview. Pediatrics. 1996 Jun;97(6 Pt 2):945-8.

Carapetis JR, Steer AC, Mulholland EK et al. The global burden of group A
streptococcal diseases. Lancet Infect Dis. 2005 Nov;5(11):685-94.

Muller RE. Estudo longitudinal de pacientes portadores de cardiopatia
reumatica no Rio de Janeiro [Dissertacdo de Mestrado]. Rio de Janeiro:
Ministério da Saude/FIOCRUZ; 2008.

Xavier RMA, Nolasco M, Muller R et al. PREFERE: da informacéo a prevencao.
Editorial Laranjeiras. 2004;1(4):61-63.

Meira ZM, Goulart EM, Colosimo EA, Mota CC. Long term follow up of
rheumatic fever and predictors of severe rheumatic valvar disease in brazilian
children and adolescents. Heart. 2005 Aug;91(8):1019-22.

Tarasoutchi F, Montera MW, Grinberg M, Pifieiro DJ, Sanchez CR, Bacelar AC,
et al. [Brazilian Guidelines for Valve Disease - SBC 2011 / | Guideline Inter-
American Valve Disease - 2011 SIAC]. Arq Bras Cardiol. 2011;97(5 Suppl 1):1-
67.

Sociedade Brasileira de Cardiologia. [Brazilian guidelines for the diagnosis,
treatment and prevention of rheumatic fever]. Arq Bras Cardiol. 2009 Sep;93(3
Suppl 4):3-18.

Marijon E, Mirabel M, Celermajer DS, Jouven X. Rheumatic heart disease.
Lancet. 2012 Mar 10;379(9819):953-64.

Spina GS. [Rheumatic disease: nelected but still present and deadly]. Rev Med
(S&o Paulo). 2008 abr.-jun.;87(2):128-41.

Kaplan MH, Svec KH. Immunologic relation of streptococcal and tissue
antigens. lll. Presence in human sera of streptococcal antibody cross-reactive
with heart tissue. Association with streptococcal infection, rheumatic fever, and
glomerulonephritis. J Exp Med. 1964 Apr 1;119: 651-66.

Willians RC Jr. Host factors in rheumatic fever and heart disease. Hosp Pract
(Off Ed). 1982 Aug;17(8):125-9, 135-8.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

61

Kemeny E, Grieve T, Marcus R, Sareli P, Zabriskie JB. ldentification of
mononuclear cells and T cell subsets in rheumatic valvulitis. Clin Immunol
Immunopathol. 1989 Aug;52(2):225-37.

Raizada V, Williams RC Jr, Chopra P, Gopinath N, Prakash K, Sharma KB, et
al. Tissue distribution of lymphocytes in rheumatic heart valves as defined by
monoclonal anti-T cell antibodies. Am J Med. 1983 Jan;74(1):90-6.

Bryant PA, Robins-Browne R, Carapetis JR, Curtis N. Some of the people,
some of the time: susceptibility to acute rheumatic fever. Circulation. 2009 Feb
10;119(5):742-53.

Engel ME, Stander R, Vogel J, Adeyemo AA, Mayosi BM. Genetic susceptibility
to acute rheumatic fever: a systematic review and meta-analysis of twin studies.
PL0oS One. 2011;6(9):€25326.

Faria DR, Gollob KJ, Barbosa J Jr, Schriefer A, Machado PR, Lessa H, et al.
Decreased in situ expression of interleukin-10 receptor is correlated with the
exacerbated inflammatory and cytotoxic responses observed in mucosal
leishmaniasis. Infect Immun. 2005 Dec;73(12):7853-9.

Costa GC, da Costa Rocha MO, Moreira PR, Menezes CA, Silva MR, Gollob
KJ, et al. Functional IL-10 gene polymorphism is associated with Chagas
disease cardiomyopathy. J Infect Dis. 2009 Feb 1;199(3):451-4.

Nishimura RA, Otto CM, Bonow RO, Carabello BA, Erwin JP 3rd, Guyton RA, et
al. 2014 AHA/ACC guideline for the management of patients with valvular heart
disease: a report of the American College of Cardiology/American Heart
Association Task Force on Practice Guidelines. J Thorac Cardiovasc Surg.
2014 Jul;148(1):e1-e132.

Sampaio RO, Fae KC, Demarchi LMF, Pomerantzeff PMA, Aiello, VD, Spina
GS, et al. Rheumatic heart disease: 15 years of clinical and immunological
follow-up. Vasc Health Risk Manag. 2007;3(6):1007-17.

Carapetis JR, McDonald M, Wilson NJ. Acute rheumatic fever. Lancet. 2005 Jul
9-15;366(9480):155-68.

Nascimento BR, Beaton AZ, Nunes MC, Diamantino AC, Carmo GA, Oliveira
KK, et al. Echocardiographic prevalence of rheumatic heart disease in Brazilian
schoolchildren: Data from the PROVAR study. Int J Cardiol. 2016 Sep
15;219:439-45.

Rizvi SF, Khan MA, Kundi A, et al. Status of rheumatic heart disease in rural
Pakistan. Heart. 2004 Apr;90(4):394-9.

Guilherme L, Cunha-Neto E, Coelho V, Snitcowsky R, Pomerantzeff PM, Assis
RV, et al. Human heart-infiltrating T-cell clones from rheumatic heart disease
patients recognize both streptococcal and cardiac proteins. Circulation. 1995
Aug 1;92(3):415-20.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

62

Rehman S, Akhtar N, Saba N, Munir S, Ahmed W, Mohyuddin A, et al. A study
on the association of TNF-a(-308), IL-6(-174), 1L-10(-1082) and IL-1Ra(VNTR)
gene polymorphisms with rheumatic heart disease in Pakistani patients.
Cytokine. 2013 Feb;61(2):527-31.

Col-Araz N, Pehlivan S, Baspinar O, Oguzkan-Balci S, Sever T, Balat A. Role of
cytokine gene (IFN-y, TNF-a, TGF-f1, IL-6, and IL-10) polymorphisms in
pathogenesis of acute rheumatic fever in Turkish children. Eur J Pediatr. 2012
Jul;171(7):1103-8.

A. Settin, H. Abdel-Hady, R. El-Baz, |I. Saber. Gene polymorphisms of TNF- a -
308, IL-10 -1082 IL-6 -174, and IL-1Ra VNTR related to susceptibility and
severity of rheumatic heart disease. Pediatr Cardiol, 2007, 28:363-371.

Carapetis JR, Currie BJ, Mathews JD. Cumulative incidence of rheumatic fever
in an endemic region: a guide to the susceptibility of the population? Epidemiol
Infect. 2000 Apr;124(2):239-44.

Carapetis JR1, Kilburn CJ, MacDonald KT, Walker AR, Currie BJ. Ten-year
follow up of a cohort with rheumatic heart disease (RHD). Aust N Z J Med. 1997
Dec;27(6):691-7.

Seckeler MD, Hoke TR. The worldwide epidemiology of acute rheumatic fever
and rheumatic heart disease. Clin Epidemiol. 2011 Feb 22;3:67-84.

Otto CM, Bonow RO. Doenga valvar cardiaca. In: Libby P, Bonow RO, Mann
DL, Zipes DP, Braunwald E, editors. Braunwald tratado de doencas
cardiovasculares. Sdo Paulo: Elsevier; 2010:1713-33.

Camm AJ, Lip GY, De Caterina R, Savelieva |, Atar D, Hohnloser SH, et al.
2012 focused update of the ESC Guidelines for the management of atrial
fibrillation An update of the 2010 ESC Guidelines for the management of atrial
fibrillation. Developed with the special contribution of the European Heart
Rhythm Association. Eur Heart J. 2012 Nov;33(21):2719-47.

Toor D, Vohra H. Immune responsiveness during disease progression from
acute rheumatic fever to chronic rheumatic heart disease. Microbes Infect. 2012
Oct;14(12):1111-7.

Ledo SC, Lima MR, Nascimento HM, Octacilio-Silva S, Rodrigues TM. IL-10
and ET-1 as biomarkers of rheumatic valve disease. Rev Bras Cir Cardiovasc.
2014 Jan-Mar;29(1):25-30.

Abdallah AM, Alnuzha A, Al-Mazroea AH, Eldardear AE1, AlSamman AY1,
Almohammadi Y3, et al. IL10 promoter polymorphisms are associated with
rheumatic heart disease in Saudi Arabian patients. Pediatr Cardiol. 2016
Jan;37(1):99-105.

Kindt TJ, Goldsby RA, Osborne BA. Citocinas. In: Kindt TJ, Goldsby RA,
Osborne BA, editors. Imunologia de Kuby. Porto Alegre: Artmed, 2008: 331-54.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

63

Abbas KA, Lichtman AH, Pillai S. Propriedades Gerais das Respostas Imunes.
In: Abbas KA, Lichtman AH, Pillai S, editors. Imunologia Celular e Molecular.
Rio de Janeiro: Elsevier, 2011:1-14.

Kelso A. Cytokines: principles and prospects. Immunol Cell Biol. 1998
Aug;76(4):300-17.

Dinarello CA. Historical insights into cytokines. Eur J Immunol. 2007 Nov;37
Suppl 1:S34-45.

Abbas KA, Lichtman AH, Pillai S. Ativacdo dos linfocitos T. In: Abbas KA,
Lichtman AH, Pillai S, editors. Imunologia celular e molecular. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2011:203-23.

Abbas KA, Lichtman AH, Pillai S. Imunidade inata. In: Abbas KA, Lichtman AH,
Pillai S, editors. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier,
2011:55-88.

Saenz SA, Noti M, Artis D. Innate immune cell populations function as initiators
and effectors in Th2 cytokine responses. Trends Immunol. 2010
Nov;31(11):407-13.

Henson PM. Dampening inflammation. Nat Immunol. 2005 Dec;6(12):1179-81.

Kindt TJ, Goldsby RA, Osborne BA. Imunidade inata. In: Kindt TJ, Goldsby RA,
Osborne BA, editors. Imunologia de Kuby. Porto Alegre: Artmed, 2008:76-97.

Walczak H. TNF and ubiquitin at the crossroads of gene activation, cell death,
inflammation, and cancer. Immunol Rev. 2011 Nov;244(1):9-28.

Feldmann M, Maini RN. Anti-TNF alpha therapy of rheumatoid arthritis: what
have we learned? Annu Rev Immunol. 2001;19:163-96.

Schulte W, Bernhagen J, Bucala R. Cytokines in sepsis: potent
immunoregulators and potential therapeutic targets: an updated view. Mediators
Inflamm. 2013;2013:165974.

Kindt TJ, Goldsby RA, Osborne BA. Ativacdo e migracdo de leucdcitos. In:
Kindt TJ, Goldsby RA, Osborne BA, editors. Imunologia de Kuby. Porto Alegre:
Artmed, 2008: 367-77.

Rincon M. Interleukin-6: from an inflammatory marker to a target for
inflammatory diseases. Trends Immunol. 2012 Nov;33(11):571-7.

Tanaka T, Narazaki M, Kishimoto T. Therapeutic targeting of the interleukin-6
receptor. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2012;52:199-2109.

Jones SA. Directing transition from innate to acquired immunity: defining a role
for IL-6. J Immunol. 2005 Sep 15;175(6):3463-8.



52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

64

Moore KW, O'Garra A, de Waal Malefyt R, Vieira P, Mosmann TR. Interleukin-
10. Annu Rev Immunol. 1993;11:165-90.

Ouyang W, Rutz S, Crellin NK, Valdez PA, Hymowitz SG. Regulation and
functions of the IL-10 family of cytokines in inflammation and disease. Annu Rev
Immunol. 2011;29:71-109.

Mosser DM, Zhang X. Interleukin-10: new perspectives on an old cytokine.
Immunol Rev. 2008 Dec;226:205-18.

Ng TH, Britton GJ, Hill EV, Verhagen J, Burton BR, Wraith DC. Regulation of
adaptive immunity; the role of interleukin-10. Front Immunol. 2013 May
31:4:129.

Guilherme L, Kohler K, Kalil J. Rheumatic heart disease: mediation by complex
immune events. Adv Clin Chem. 2011;53:31-50.

Guilherme L, Faé KC, Oshiro SE, Tanaka AC, Pomerantzeff PM, Kalil J. T cell
response in rheumatic fever: crossreactivity between streptococcal M protein
peptides and heart tissue proteins. Curr Protein Pept Sci. 2007 Feb;8(1):39-44.

Ali SK, Eldaim IN, Osman SH, Bakhite SM. Clinical and echocardiographic
features of children with rheumatic heart disease and their serum cytokine
profile. Pan Afr Med J. 2012; 13:36. Epub 2012 Oct 19.

Guilherme L, Kalil J. Rheumatic fever and rheumatic heart disease: cellular
mechanisms leading autoimmune reactivity and disease. J Clin Immunol. 2010
Jan;30(1):17-23.

Dutra WO, Moreira PR, Souza PE, Gollob KJ, Gomez RS. Implications of
cytokine gene polymorphisms on the orchestration of the immune response:
lessons learned from oral diseases. Cytokine Growth Factor Rev. 2009
Jun;20(3):223-32.

Wen Y, Zeng Z, Gui C, Li L, Li W. Changes in the expression of Th17 cell-
associated cytokines in the development of rheumatic heart disease.
Cardiovasc Pathol. 2015 Nov-Dec;24(6):382-7.

Bas HD, Baser K, Yavuz E, Bolayir HA, Yaman B, Unlu S, et al. A shift in the
balance of regulatory T and T helper 17 cells in rheumatic heart disease. J
Investig Med. 2014 Jan;62(1):78-83.

Ozgen H, Ucar B, Yildirim A, Colak O, Bal C, Kilic Z. Plasma adiponectin levels
and relations with cytokines in children with acute rheumatic fever. Cardiol
Young. 2015 Jun;25(5):879-92.

Kutikguler N, Karaca NE, Sozeri BY, Koturoglu G, Kurugél Z, Ozyiurek RA, et
al. Human soluble tumor necrosis factor receptor | (STNF-RI) and interleukin-I
receptor antagonist (IL-1 Ra) in different stages of acute rheumatic fever.
Anadolu Kardiyol Derg. 2008 Apr;8(2):139-42.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

65

Faé KC, Palacios SA, Nogueira LG, Oshiro SE, Demarchi LM, Bilate AM, et al.
CXCL9/Mig mediates T cells recruitment to valvular tissue lesions of chronic
rheumatic heart disease patients. Inflammation. 2013 Aug;36(4):800-11.

Guilherme L, Alba MP, Ferreira FM, Oshiro SE, Higa F, Patarroyo ME, et al.
Anti-group A streptococcal vaccine epitope: structure, stability, and its ability to
interact with HLA class Il molecules. J Biol Chem. 2011 Mar 4; 286(9):6989-98.

Guilherme L, Cury P, Demarchi LMF, Coelho V, Abel L, Lopez AP, et al.
Rheumatic heart disease: proinflammatory cytokines play a role in the
progression and maintenance of valvular lesions. Am J Pathol. 2004
Nov;165(5):1583-91.

Guilherme L, Ramasawmy R, Kalil J. Rheumatic fever and rheumatic heart
disease: genetics and pathogenesis. Scand J Immunol. 2007 Aug-Sep;66(2-
3):199-207.

Azevedo PM, Pereira RR, Guilherme L. Understanding rheumatic fever.
Rheumatol Int. 2012 May;32(5):1113-20.

He VY, Condon JR, Ralph AP, Zhao Y, Roberts K, de Dassel JL, et al. Long-
term outcomes from acute rheumatic fever and rheumatic heart disease: a data-
linkage and survival analysis approach. Circulation. 2016 Jul 19;134(3):222-32.

Zheng RL, Zhang H, Jiang WL. Tumor necrosis factor-alpha 308G>A
polymorphism and risk of rheumatic heart disease: a meta-analysis. Sci Rep.
2014 Apr 22;4:4731.

Gewitz MH, Baltimore RS, Tani LY, Sable CA, Shulman ST, Carapetis J, et al.
Revision of the Jones Criteria for the diagnosis of acute rheumatic fever in the
era of Doppler echocardiography: a scientific statement from the American
Heart Association. Circulation. 2015 May 19;131(20):1806-18.

Pato MF, Gelape CL, Cassiano TJM, Carvalho A, Cintra PR, Passaglia LG, et
al. Determinants of prolonged length of hospital stay after cardiac surgery:
impact of rheumatic heart disease. Medical Express. 2015 Jun;2(3):M150304.

Narin F, Narin N, Pasaoglu H, Halici C, Aslan D. Nitric oxide metabolities in
acute rheumatic fever. Tohoku J Exp Med. 2003 Mar;199(3):135-9.

Narin N, Kutukculer N, Ozyurek R, Bakiler AR, Parlar A, Arcasoy M.
Lymphocyte subsets and plasma IL-1 alpha, IL-2, and TNF-alpha
concentrations in acute rheumatic fever and chronic rheumatic heart disease.
Clin Immunol Immunopathol. 1995 Nov;77(2):172-6.

Morris K, Mohan C, Wahi PL, Anand IS, Ganguly NK. Enhancement of IL-1, IL-2
production and IL-2 receptor generation in patients with acute rheumatic fever
and active rheumatic heart disease; a prospective study. Clin Exp Immunol.
1993 Mar;91(3):429-36.



7.

78.

79.

66

Zedan MM, el-Shennawy FA, Abou-Bakr HM, al-Basousy AM. Interleukin-2 in
relation to T cell subpopulations in rheumatic heart disease. Arch Dis Child.
1992 Nov;67(11):1373-5.

Bhatnagar A, Grover A, Ganguly NK. Superantigen-induced T cell responses in
acute rheumatic fever and chronic rheumatic heart disease patients. Clin Exp
Immunol. 1999 Apr;116(1):100-6.

Miller LC, Gray ED, Mansour M, Abdin ZH, Kamel R, Zaher S, Regelmann WE.
Cytokines and immunoglobulin in rheumatic heart disease: production by blood
and tonsillar mononuclear cells. J Rheumatol. 1989 Nov;16(11):1436-42.



67

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participar de

uma Pesquisa Clinica

TiTULO:

Avaliacéo do perfil inflamat6rio dos pacientes com doenga reumatica da valva mitral

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, é necessario que vocé leia e compreenda a
seguinte explicagdo sobre o procedimento proposto. Esta declaracdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios, riscos, desconforto e precaucgdes do estudo.

OBJETIVO:

O objetivo desse estudo € analisar o perfil inflamatério dos pacientes com cardiopatia
reumatica, correlacionando-se com parametros clinicos e ecocardiograficos de gravidade da
doencga.

RESUMO:

A doenca reumética € uma complicacdo decorrente de amigdalite causada por uma bactéria
denominada estreptococo. Apesar do mecanismo ndo estar bem esclarecido, 0os pacientes
gue apresentam a infeccdo de garganta pelo estreptococo podem ter uma resposta
inflamatdria intensa e causar lesdo nas valvas do coragdo. Com o desenvolvimento da
disfuncdo da valva, comecam os sintomas de falta de ar, cansaco exagerado, palpitacdes,
além de edema nos membros inferiores e outras manifestacdes menos frequentes. Quando
esta lesdo € importante, esta indicada a cirurgia para retirada da valva e coloca¢do de uma
valva substituta (prétese valvar).

A pesquisa visa analisar de todos o0s pacientes a valva doente através do
ecodopplercardiograma e o0 sangue periférico com o0s marcadores inflamatérios. Nos
pacientes que forem submetidos a cirurgia de troca valvar serd analisado um fragmento da
valva retirada.

PROCEDIMENTO:

A sua participacdo neste estudo requer que vocé concorde e autorize que facamos uma
entrevista com perguntas clinicas e um exame fisico com enfogue no aparelho
cardiovascular. Além disso, executaremos um ecodopplercardiograma e coleta de sangue
periférico. Finalmente, se for o caso, fragmentos de sua valva serdo analisados. A pesquisa
ndo determinard nenhuma interferéncia no seu tratamento e nenhum custo.

DESCONFORTO:

A coleta de sangue pode ocasionar desconforto minimo no momento da puncédo e pode
ocasionalmente gerar pequeno hematoma no local. As cirurgias, quando indicadas, serédo
realizadas no bloco cirargico do Hospital das Clinicas da UFMG e as valvas serao
encaminhadas ao Setor de Biépsias do Departamento de Anatomia Patol6gica e Medicina
Legal da Faculdade de Medicina da UFMG, conforme rotina estabelecida pelo Servico de
Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular. Vocé ndo ter4d nenhum desconforto adicional pela
pesquisa.
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BENEFICIOS:

A sua participacdo podera contribuir para uma melhor compreensdo da sua doenca e
possivelmente para uma melhora no seu tratamento, podendo vocé também beneficiar-se
disto no futuro. Além disto, vale dizer que todos os procedimentos serdo realizados por
profissionais treinados e sem custo para voceé.

CONFIDENCIALIDADE:

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

DESLIGAMENTO:

A sua participagdo neste estudo € voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo ndo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tem direito. Vocé poderé cessar sua participagcdo a qualquer momento, sem prejuizo para a
continuidade de seu tratamento.

CONTATO COM PESQUISADOR:

Pode ser feito pelo telefone 3409-9438 (Setor de Cardiologia do Hospital das Clinicas da
UFMG) com o pesquisador principal. Também poderé ser feito o contato com o Comité de
Etica e Pesquisa Humana, Av. Pres. Antdnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2°
andar - sala 2005, CEP: 31270-901 - BH-MG, Telefax (31) 3409-4592, e-mail:
coep@prpg.ufmg.br.

CONSENTIMENTO:

Li e entendi as informacdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando o0 meu consentimento para que eu proprio participe do
estudo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente ou responsavel:

Assinatura do pesquisador:
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Nome:

Data de incluséo no estudo: | NGmero no estudo:

Endereco:

Cidade: Outros telefones:

Telefone fixo: Telefone cel:

Nascimento: | Idade: | 1- Feminino ( ) | 2- Masculino ()

Raca: | 1-Branco( ) | 2-Negro( ) |3-Pardo( ) | 3-Asiatico( ) | 4-Outras( )
Peso (Kg): | Altura (cm): | Superficie corporal (m?):

HISTORIA CLINICA:

CF NYHA: 1-Classe I ( ) [2-Classell ( ) 3-Classe lll () [4-Classe IV ()
Hemoptise: 1- Sim () 2-Nao ( )

Precordialgia: 1- Sim () 2-Nao ( )

Disfuncéo VD: 1- Sim () 2-Nao ( )

Eventos 1- Nao 2- Pulmon. ( ) [3-AIT( ) 4- AVC ( ) |5- Sistémica |6- Outros
embdlicos: () () ()

Data do evento: |Recorréncia:  [1- Sim () 2-N&o ()

Plastia percutanea prévia: [1- Ndo ( ) |2-Uma ( ) |3- Duas ou mais ( ) |Data dltimo
procedimento:

Plastia aberta prévia: 1-Nao( ) |2-Uma( ) |3- Duas ou mais ( ) |Data Ultimo
procedimento:

Co-morbidades:  [1-N&o ( ) [2-HAS( ) [3-DM( ) [4-DCC( ) |[5- Outras ( ) Quais:

Episddios prévios de FA paroxistica: |1- Nao () [2-Sim ()

Medicaces atuais: IECA: 1-Sim () 2-Nado ()
Diuréticos: 1-Sim () 2-Nado ()
Beta-bloqueadores: 1-Sim () 2-Nado ()
Digitalicos: 1-Sim () 2-Néo ()
BRA: 1-Sim () 2-Néo ()
Espironolactona: 1-Sim () 2-Néo ()
Anticoagulantes: 1-Sim () 2-Nado ()
Bloqueador canal de Ca: 1-Sim () 2-Nado ()
Inibidor plaquetério: 1-Sim () 2-Néo ()
Penicilina benzatina: 1-Sim () 2-Nado ()
Corticéides: 1-Sim () 2-Nado ()
Anti-inflamatérios: 1-Sim () 2-Nado ()
Qutros: 1-Sim () 2- Ndo () Quais:

Uso de penicilina benzatina: 1-Sim( ) 2-Nao () Por quanto tempo:

Qual intervalo:

Amigdalites de repeti¢ao: 1-Sim () 2-Nao ()

F. reuméatica em irmaos: 1-Sim () 2-Nao ()

Data do diagnéstico da doenca reumética: Idade: Data:

Data do diagnéstico do acometimento cardiaco: Idade: Data:

Manifestacdes |1- 1- 2- 3- 4- Eritema |5- N6édulos 6- Duas ou

da febre Nenhuma |Cardite |Artrite |[Coreia |marginatum |subcutaneos |mais ( )

reumética: () () () () () () Quais:

Comentarios:




PRESENCA DE ALGUM CRITERIO DE EXCLUSAO:
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CRITERIO SIM NAO
Lesdo valvar secundaria a outras patologias () ()
Doencas sistémicas ou autoimunes () ()
Doencas infecciosas associadas (ex: AIDS, Chagas) () ()
Gravidez - DUM: () ()

EXAME FiSICO CARDIOVASCULAR:

FC (bpm): | Ritmo cardiaco regular: 1- Sim ( ) 2-Nao ( )
PAS (mmHg): PAD (mmHg):
Ausculta respiratéria: 1- MVF 2- Crepitacdes 1/3 | 3- Crepitacdes 4- Crepitacdes
() inferior () 213( ) até apice ()
Leséo predominante; 1-EM () 2-IM () 3-DLM bal. ()
4-EAo () 5-1A0 () 6- DLAo bal. ()

ELETROCARDIOGRAMA:

Data:

Ritmo:

| 1- Sinusal ()

| 2- Fibrilac&o atrial ( )

3- Outros ()

RAIO-X DE TORAX:

Data:
ICT: 1- Normal ( ) 2- Aumentado ( ) 3- Ignorado ( )
Congestdo: | 1- Sim () 2-Nao ( ) 3- Ignorado ( )

DADOS ECOCARDIOGRAFICOS:

Diametro VD (mm)

AVM planimetria (cm?)

AO (mm)

AVM PHT (cm?)

AE (mm)

Mobilidade folhetos (1-4)

Volume AE (ml)

Espessamento folhetos (1-4)

Volume AE ind. (ml/m?)

Aparato subvalvar (1-4)

dVSVE (mm) Calcificacéo (1-4)

DdVE (mm) Gradiente max. mitral (mmHg)
DsVE (mm) Gradiente méd. mitral (mmHg)
SIV (mm) TVIVM (cm)

PP (mm) AVA Bernoulli (cm?)

FEVE (%) Gradiente max. aértico (mmHg)

FEVE Simpson (%)

Gradiente méd. adértico (mmHg)

AD area (cm?)

TVI VAo (cm)

AD volume ind. (ml/m?)

TVI VSVE (cm)

VD area frac. diast. (cm?)

Reg. adrtica PHT (ms)

VD area frac. sist. (cm2)

Reg. tricispide (m/s)

VD Doppler Tec. e” (cm/s)

VCI repouso (mm)

VD Doppler Tec. a” (cm/s)

VCI inspiracdo (mm)

VD Doppler Tec. S (cm/s)

Variagdo: 1- <50% () 2->50% ( )

TAPSE (mm) PAD estimada (mmHg)

indice Tei: A: B: Gradiente max. tricispide (mmHg)
Gradiente méd. tricuspide (mmHg)

Funcéo VD: [1-Normal () [2-Leve( ) [3-Moderada( ) |4- Grave ( )

Acometimento reumatico: [1-VM ( )[2-VMeVAo () [3-VM, VAo, VT () [4-VMeVT( )

Regurgitacdo mitral: 1-Néo () 2-Leve () |3-Moderada ( ) 4- Grave ()

Regurgitacao tricuspide: |1- Ndo () 2-Leve () |3-Moderada ( ) 4- Grave ()

Regurgitacao tricuspide:

1- Reumética ()

| 2- Funcional ()

Regurgitacdo adrtica: 1-Néo () |2-Leve () | 3- Moderada () 4- Grave ()
Lesdo predominante: [1-EM ( )|2-IM 3- DLM bal. 4- EAo 5-1A0 |6- DLAO bal.
) ) Q) ) Q)




ANEXO C - Aprovac&o pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNTVERSINADE FEDFRAT. DF. MIVAS GRRAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CORP

Projeto: CAAE - 32715214.9.0000.5149

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

DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 ds janeiro de 2015, o projeto de pssquisa intitulado "Estudo
anatomopatolégico e imunoldgico da valva mitral acometida pela
doenga reumatica" bem como ¢ Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O projetc sera encaminhaco, com o devido parecer, a CONEP,

para avaliagao final. O pesquisador deverd aguardar esla aprovagga final
para iniciar a pesguisa.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.
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ANEXO D - Aprovagéo pela Banca Examinadora

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UFMG

: PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E
MEDICINA TROPICAL

FOLHA DE APROVACAQ

"Avaliagéo do Perfil Inflamatério de Pacientes com Cardiopatia Reumatica”

ADRIANA COSTA DIAMANTINO

Dissertagio submetida 4 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 23 de fevereiro de 2017, pela banca constituida pelos membros:

Cy’\%rﬁ_

Profa. Maria do Carmo Pereira Nunes - Orientador
UFMG ¢

Profa, Walder Dutra - Coorientador
UFMG

ney Orj ar%mpano
Faculdade d\ Med:cma da wcrsndade de Sa Paulo

Dra. Méma de Melo meosn
SOCOR

Belo Horizonte, 23 de fevereiro de 2017,



