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Resumo

A doenca reumatica (DR) resulta de uma resposta autoimune a infecgdo estreptocdcica,
embora sua patogénese ndo seja totalmente compreendida. Alguns genes associados a DR t€ém
sido descritos, muitos associados a resposta imune. Sabe-se, também, que respostas a diversos
tipos de estresse, incluindo reagdes de oxido-reducdo e distarbios da proteostase
desempenham papel importante na patogénese de doencas cardiovasculares. Destacam-se
processos inflamatdrios, fibrose e calcificagdo vascular, contribuindo para doengas como a
aterosclerose e valvar. Nossa hipotese € que a patogénese da doenga valvar reumatica depende
ndo somente de imunorregulagdo como de genes inflamatérios associados a reagao redox e
que a doenga tenha particularidades a depender da valva acometida. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho ¢ identificar uma assinatura de expressdo génica, protedmica e de pequenos
metabolitos relacionada a processos redox, estresse do reticulo endoplasmatico (RE),
imuno-inflamagdo, calcificacdo e fibrose em doenga valvar reumatica assim como estudar
possiveis particularidades da doenga nas valvas mitral e adrtica.

Meétodo: No primeiro experimento, para avaliacdo do perfil genético, histopatologia e
calcificacdo na doenca reumatica valvar sintomatica, foram coletadas 4 valvas mitrais e 4
aorticas reumaticas obtidas durante troca valvar no Instituto do Coragao-HC-FMUSP. O grupo
controle constituiu-se de 4 valvas obtidas de cadaver. A expressao simultanea de 90 genes foi
avaliada por kit customizado de RT-PCR array. Foram selecionados os genes que codificam
proteinas associadas a vias ligadas a sinalizagdo redox, homeostase do RE, imuno-inflamagao,
calcificacdo tecidual e matriz extracelular.

Resultados: Experimento 1

A media etéaria dos participantes foi de 39+10 anos no grupo de estudo aodrtico e 59+10 anos
no grupo reumatico mitral. 2 do sexo masculino, com caracteristicas ecocardiograficas
uniformes entre o grupo de estudo. Foram encontrados padrdes de genes mais expressos
relacionados a imune inflamagao e calcificacdo na doenga reumatica em relagao ao controle.
Na doenca valvar mitral estavam mais expressos genes relacionados ao processo de
calcificagdo e inflamagdo quando comparados ao grupo adrtico. A histopatologia confirmou
mais lesdes/inflama¢do na doenga valvar mitral que na adrtica assim como a calcificacao foi
mais intensa na valva mitral quando comparado a adrtica Conclusdo: 1) A doencga cardiopatia
reumdtica valvar exibe padrdes genéticos peculiares, com predominancia de proteinas
relacionadas as vias de metabolismo lipidico, ativagdo de vias da coagulagdo 2) A inflamacgao
e a calcificacdo sdo maiores na doenga reumatica mitral do que na adrtica. 3) Os padrdes de
protedmica também se diferem observando-se diferengas de expressao de genes relacionados
a resposta inflamatdria e degeneracdo da matriz extracelular. Estas assinaturas genéticas e
moleculares provavelmente influenciam no processo patologico de imuno-inflamagdo e
reparagdo valvar determinando evolugdes distintas nas lesdes valvares reumaticas mitrais e
aorticas.

Palavras-chave:
Doencga reumadtica, patogénese, genomica



INTRODUCAO

A febre reumatica (FR) resulta de uma resposta auto-imune a infec¢ao pelo estreptococo
b-hemolitico do grupo A (EBHGA) de Lancefield. Caracteriza-se por uma complicagdo
tardia, ndo-supurativa, de uma infeccdo estreptococica ndo tratada, que ocorre em
pessoas geneticamente predispostas'~.

A FR e sua seqiiela cronica, a cardiopatia reumatica (CR), sdo responsaveis por
importante morbi-mortalidade em criangas e adultos jovens, e alto impacto
socio-econdmico. A incidéncia de Febre reumatica aguda em alguns paises em
desenvolvimento ¢ superior a 50 por 100.000 criangas . A prevaléncia mundial de CR ¢
de pelo menos 15,6 milhdes de casos, e esta doenga € responsavel por cerca de 233.000
mortes / ano *. Apesar da redugdo do numero de casos em paises desenvolvidos, continua
sendo de alta prevaléncia em paises em desenvolvimento'”, sendo a doenga
reumatoldgica mais comum em criangas no Brasil, constituindo a principal causa de
cardiopatia adquirida na infancia e, também, a mais passivel de prevengdo. Dados do
Ministério da Satde estimam uma prevaléncia de FR ao redor de 3% entre criancas e
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adolescentes, sendo responsavel por 40% das cirurgias cardiacas no pais .

A patogénese da doenga reumatica ( DR ) ainda permanece ndo totalmente
compreendida . Vérios genes associados com DR té€m sido descritos ; A maioria destes
estao envolvidos com respostas imunitarias .

A existéncia de processo auto-imune na FR foi postulada apds a observagdo de que as
lesdes no coragdo estavam associadas a anticorpos que reconheciam o tecido cardiaco.
A origem da doenga parece estar associada a uma reagdo cruzada de anticorpos
produzidos originalmente contra produtos e estruturas dos estreptococos, porém passam
a reconhecer também as células do hospedeiro, que se tornam alvos dos anticorpos
produzidos contra o antigeno infeccioso, processo chamado mimetizagdo molecular "%,
Sabe-se que ambas as respostas imunes mediadas por linfocitos B e T estdo envolvidos
no processo inflamatério da FR. Além disso, também ha produgao de citocinas
inflamatorias que exacerbam a reagdo autoimune, sendo responsaveis pela progressao e

~ ~ A9
manuteng¢ao da lesdo valvar cronica” .

O processo inflamatdrio cardiaco estd associado a uma reacdo cruzada entre a proteina
M do Streptococcus pyogenes e as proteinas miosina, queratina e outras proteinas do
tecido cardiaco humano. Outros tipos de proteina M t€m sido descritos como causadores
de FR'.Predisposi¢do genética é necessaria, havendo associa¢gio com o HLA-DR4,
DR-2, D7 em nosso meio, € uma possivel associacdo com o anticorpo D8/17, dirigido
contra antigenos das células B'.

O processo inflamatorio desencadeado em reagdo ao Streptococcus pyogenes induz
uma inflamag¢ao no miocérdio e no endotélio da valva cardiaca que ¢ facilitada pela
infiltracao de células T.A unica sequela em longo prazo € a cardiopatia reumatica. No
inicio ocorrem lesdes como a fragmentacdo das fibras colagenas, edema da substincia
intercelular, infiltracdo celular e degeneragao fibrinoide. No coragdo, as lesdes iniciais
surgem nas valvas cardiacas sob a forma aparente de pequenas verrugas ao longo da
linha de fechamento, podendo posteriormente, as valvas tornarem-se espessadas e
deformadas, com as cordoalhas encurtadas, resultando em estenose ou insuficiéncia
valvas. A valva mitral ¢ mais frequentemente envolvida, vindo a seguir a aortica, a
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tricuspide, e, raramente a pulmonar



Pode ocorrer degeneracgdo difusa e até necrose das células musculares cardiacas, com
lesdes inflamatorias perivasculares, formando os nédulos de Aschoff, que sao formados
por area central fibrinoide circundada por linfécitos, plasmocitos e grandes células
basofilicas .

Além dos mecanismos descritos, a produ¢do de citocinas influencia de forma decisiva a
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resposta imune nos pacientes com FR. O numero aumentado de linfocitos CD4 no
sangue periférico de pacientes com DRC estdo ligados a aumento de IL-1, TNF alfa e
IL-2 no soro. A analise do perfil de citocinas no tecido cardiaco de pacientes com

doenga reumatica cardiaca grave mostrou predominio de células mononucleares
secretoras de TNF alfa e IFN [} (padrdo Th1)".

Embora a pesquisa clinica e bacterioldgica tenha evoluido significativamente, na area da
biologia molecular, muitas dividas ainda carecem de explicacdo principalmente quanto
as bases fundamentais do mecanismo imunologico na patogénese da FR,processo esse
que ate 0 momento nao foi completamente elucidado.

Estresse oxidative e resposta ao estresse e calcificacio,fibrose e imunoinflamacao

A fim de manter a defesa contra as espécies de oxigénio destrutivas , um equilibrio
adequado de processos enzimaticos e nao enzimaticos de defesas antioxidante &
necessario .O dano oxidativo pode desempenhar um papel importante na causa de uma
série de doengas humanas. Dados emergentes mostram que as interagdes redox
aberrantes com proteinas-chave nas doengas neurodegenerativas (como esclerose
multipla,Parkinson e Alzheimer) e a posterior inducao do estresse oxidativo levam a
neurodegeneracao .Entretanto, longe de se limitar apenas a perturbagdes
neurodegenerativas , estresse oxidativo manifesta seus efeitos toxicos por meio de uma
variedade de vias diferentes e também em outras patologias bastante diversas.

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do bioldgica em que ocorre desequilibrio entre a
producao de espécies reativas de oxigé€nio e a sua desintoxicagdo através de sistemas
bioldgicos que as removam ou reparem os danos por elas causados. Perturbagdes neste
equilibrio redox podem provocar a produgao de peroxidos e radicais livres que
danificam todos os componentes celulares, incluindo proteinas,lipidios ¢ DNA.
Resposta a proteinas desdobradas (UPR) por sua vez ¢ um mecanismo que inicialmente
visa restaurar a homeostasia celular,mas que,se continuamente ativado,pode
desencadear apoptose.
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Organizacdo da sinalizacdo a resposta a proteina mal-enovelada (UPR) e o envolvimento de Nox NADPH
oxidase. (modificado de Laurindo et al, ARS, 2014).As principais proteinas da membrana do RE
envolvidas na indugdo da UPR sdo Irel (Inositol- requiring enzyme 1), PERK (RNA-actived protein
Kinase (PKR)-like ER kinase) e ATF6 (Activating Transcription Factor 6) (SHEN et al., 2004). No estado
basal, estas trés proteinas sdo inibidas pela ligacdo da chaperona BiP (Binding Protein). (BERTOLOTTI
et al., 2000).

Virias evidencias demonstram que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante na patogénese e no desenvolvimento de doencas cardiovasculares(DCV)
ligadas a processos inflamatorios associados também a fibrose e calcificagdo
vascular,como na aterosclerose ,hipertensao , dislipidemia , aterosclerose , angina
pectoris e insuficiéncia cardiaca '*'°.

Atualmente tem sido proposto que os processos oxidativos mediados por radicais livre e
seus produtos especificos desempenham um papel-chave na aterogénese®.

A favor da teoria oxidativa na aterosclerose tem a presenca de oxLDL dentro das placas
ateroscleroticas rotas e a correlagdo entre a sensibilidade de LDL a oxidagao e o risco de
DCV?' Muito além do processo de calcificacagdo vascular relacionado ao processo
aterosclerotico,os processos relacionados ao estresse reticular e dano oxidativo estao
ligados ao desenvolvimento de calcificacdo vascular em outras patologias.

Assimo processo de calcificagdo vascular ndo ¢ mais considerado um processo passivo
secundario ao processo de envelhecimento,mas sim um fendmeno ativo de
biomineralizacao do tecido ndo esquelético, relacionado a processos troficos e
inflamatorios especificos®. A calcificagdo cardiovascular também pode incidir em
valvas cardiacas, como a valva aortica, implicando na estenose valvar aortica
degenerativa . A presenca de mediadores inflamatdrios, espécies reativas de oxigénio,
estresse do reticulo endoplasmatico, LDL oxidado, fésforo, vitamina-D3 e diminuigao
da fetuina A (um inibidor de calcificacdo vascular), podem contribuir para a
calcificagdo vascular por aumentar a expressao de Runx2 e desencadear
desdiferenciagdo de células musculares lisas(VSMC) assumindo fenotipo
osteocondrogénico > .

Estresse oxidativo excessivo tem também uma participacdo importante na patogénese
de doengas auto-imunes, aumentando a inflamag¢ao e modificando o mecanismo de
tolerancia imunologica através de modificagdes estruturais de proteinas que induzem o



aparecimento de neo epitopos(determinantes antigénicos)*-*° Existe uma relagdo
reciproca complexa entre estresse oxidativo e ambos apoptose e autofagia, essencial
para determinar o destino da célula®’. Isto é especialmente relevante no contexto de
disturbios auto-imunes em que a apoptose e autofagia desempenham um papel
patogénico importante.*®

As lesdes de febre reumatica e da cardiopatia reumatica resultam de uma rede complexa
de varios genes que controlam respostas imune tanto inatas quanto respostas imunes
adaptativas ap6s uma infecc¢do da faringe por S. pyogenes . O processo inflamatorio
permeia o desenvolvimento de lesdes cardiacas com elevada produgdo de citocinas
inflamatorias levando a calcificacdo e fibrose valvar. As vias celulares através das quais
esses fendmenos imunorregulados ocorrem nao foram até o momento totalmente
esclarecidos. A participag@o dos processos redox e de estresse de reticulo
endoplasmatico ainda ¢ desconhecida apesar de bem estabelecidos os links entre os
processos de oxirreducdo e resposta ao estresse e varias doengas imunoinflamatérias e
cardiovasculares.

Assim sendo, com a finalidade de compreender mais completamente as vias patogénicas
da doenca reumatica cardiaca e portanto identificar outros possiveis alvos terapéuticos,
nossa proposta ¢ investigar qual a participagao das vias de oxirredug¢@o no processo de
desequilibrio das respostas imunes e degenerativas valvar.



Justificativa,hipdtese,relevancia

O processo redox desempenha funcdo fundamental nas doencas cardiovasculares
coronarianas e aterosclerdticas, participando do processo inflamatorio. Atualmente, tem
se relatado a grande importancia das vias redox principalmente aquelas relacionadas ao
estresse de reticulo e resposta ao estresse na calcificagdo valvar e em outras patologias
com grande presenca de fibrose dos tecidos. E possivel que tais processos e vias de
sinalizagdo sejam agentes protagonistas também nas doengas valvares, principalmente,
na doencga reumatica (doenca essa caracterizada por um processo de imunoinflamacao),
atuando os ROS tanto como fatores de risco como aceleradores do processo imune.

Objetivo geral

Analisar a potencial participagdo das vias de sinalizagao de oxirreducao e estresse do
reticulo endoplasmatico na fisiopatologia de valvopatias mitrais de etiologia
reumatica,degenerativa e mixomatosa .

Objetivos especificos

1- Analisar quantitativamente a expressao do mRNA de um painel de genes
indicadores de vias ligadas a homeostase e sinaliza¢ao redox, estresse do RE e
inflamag¢ao em tecido valvar humano.

2- Correlacionar a expressao génica de proteinas selecionadas e sua expressao
tecidual a intensidade de calcificagao, fibrose e inflamacao.

3- Analisar as variaveis obtidas nos objetivos (1) e (2) com relagdo a etiologia da
doenca mitral (reumatica vs degeneragao).

Abordagem experimental

Objetivo 1- Analisar quantitativamente a expressio do mRNA de um painel de
genes indicadores de vias ligadas 4 homeostase e sinalizacio redox, estresse do RE
e inflamacao em tecido valvar humano

Nesta etapa o mRNA serd extraido a partir das valvulas mitrais patologicas obtidas
durante procedimento cirargico de troca valvar realizados no Instituto do Coragao -
HC/FMUSP e devidamente preparadas segundo protocolo para extracdo de RNA
conforme previamente padronizado (ref). Apos a extragdo do Rna total se segue a
sintese de DNA via transcrigdo reversa que produz um DNA complementar
(cDNA).Este cDNA entao obtido sera utilizado com o objetivo de analisar a expressao
de genes indicadores das vias ligadas a :

1) sinalizagdo redox;

2) homeostase do RE;

3) imunoinflamagao;

4) calcificacao tecidual e matriz extracelular;

5) proteinas previamente detectadas como preferencialmente expressas em

valvas reumadticas.



Estas proteinas serdo organizadas em um kit comercial customizado de PCR-array e a
analise quantitativa realizada por RT-PCR.
VIDE TABELA DE GENES

Objetivo 2- Correlacionar a expressao génica de proteinas selecionadas e sua
expressao tecidual a intensidade de calcificacio, fibrose e inflamacao.

Apos a obtencao dos dados sobre a expressao dos genes supracitados no objetivo
1,pretende-se correlacionar a expressao génica de proteinas selecionadas a intensidade
da calcificacdo,fibrose e inflamagdo presentes na valva mitral estudada. Estas variaveis
serdo analisadas por meio de escores histologicos (descritos em Métodos) mediante
coloragdes especificas: Alizarin Red (calcificag@o), Picrossirius (colageno) e
imunomarcagao para CD-68.

Objetivo 3- Analisar as variaveis obtidas nos objetivos (1) e (2) com relacio a
etiologia da doenca mitral (reumatica vs degeneraco).

Caracteristicas clinicas do paciente serdo avaliadas e os dados pertinentes
correlacionados com as varidveis obtidas nos objetivos 1 e 2. As variaveis serdo
coletadas a partir dos prontuarios dos pacientes e ou avalia¢ao clinico pré-operatoria:

- Idade

- Género

- Valvopatia de base

- Etiologia da doenca valvar (baseada em historia clinica, exame fisico e
ecocardiograma)

- Comorbidades: hipertensao arterial, diabetes mellitus,coronariopatia,arteriopatia
periférica,outras doengas de natureza inflamatoria ou auto-imune.

- Cirurgia cardiaca prévia

- Medicamentos em uso pelo paciente.

- Periodo do primeiro surto de Febre reumatica



Grupos do Estudo

Extracdo de RNA e RT-PCR

Processos desencadeados atraves de vias de
sinalizagdo redox?



Material e método

Extra¢dao de RNA de valvulas cardiacas

Para verificar a taxa da expressdo génica de proteinas especificas relacionadas a
processo de fibrose e calcificagdo,processos imunoinflamatdrios e ligados as vias redox
e de resposta ao estresse reticular nas valvulas cardiacas. Para tanto faremos mini
arrays de RT-PCR. A extra¢do de RNA serd realizada utilizando-se o Aurum total RNA
fatty and fibrous tissue kit (BioRad laboratories), seguindo protocolo descrito na patente
de processo (Processo de isolamento de material genético a partir de tecidos de dificil
processamento bioquimico e detalhado na tabela abaixo). O RNA sera quantificado e o
cDNA transcrito através do Kit High Capacity (Life Technologies). Aproximadamente
50ng de cDNA sera colocado em microtubos juntamente com Tagman (Applied
Biosystems) e primers especificos. O resultado sera calculado pelo delta-delta ct apds
40 ciclos no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), de
acordo com protocolo do fabricante e normalizado pelo GAPDH (Pescatore et al, 2012).

Quantificagdo da calcifica¢dao por histoquimica com Alizarin Red S.

Nesta técnica, o célcio liga-se ao corante, formando o complexo Célcio-Alizarin Red S,
através do processo de quelagdo. As amostras do tecido sdo inicialmente fixados em
formalina e em seguida desidratados e embebidos em parafina .Apds este procedimento
¢ realizado o corte histologico do bloco de parafina e entdo cortada em microtomo
cortado em panorama coronal mediano e colocada em lamina histoldgica silanizada. O
material serd entdo desparafinizado e as laminas imersas em 100% de xilol durante 3
minutos,logo depois em 100% de etanol durante 3 minutos sendo sequencialmente as
laminas imersas em 95%,85% e 70% de etanol sempre durante 3 minutos.As laminas
serdo hidratadas em alcool a 70% e lavadas rapidamente em agua destilada, em seguida,
serdo imersas no corante Alizarin Red S por 10 minutos, serdo aplicadas 20 gotas de
acetona, e novamente lavadas com xilol. Sera analisado o percentual da calcificacdo em
relacdo a area da valvula avaliada apo6s observagao do material em microscopio.

Quantificagdo da fibrose por histoquimica com Picrosirius

Em torno de 25 a 70 mg do material sera fixado com formol a 10% por 24 horas e em
seguida, esse material embebido em parafina, para avaliacdo por microscopia eletronica.
Feito 1 corte histologico de Su de espessura o passo seguinte € corar com corante
Picrosirius a 0,2%, dissolvido em solug@o aquosa de acido picrico saturado que
determina a matriz de coldgeno em vermelho rutilante, destacando do tecido cardiaco
valvar e obtendo da lamina, analisada por meio de um filtro polarizador acoplado ao
microscopio de luz, percentual médio de fibrose expressa em percentagem da area
ocupada.



Andlise do grau de inflamagdo das valvulas cardiacas

A amostra da valvula mitral selecionada ¢ inicialmente processada de forma semelhante
ao processo descrito para identificacdo do grau de calcificagdo valvar.

Com a finalidade de analisar o grau de inflamagao das valvulas mitrais selecionadas
serdo realizadas técnicas de imunohistoquimica, utilizados marcadores de células
inflamatérias como macrofagos (CD68) e todos os cortes analisados sob luz polarizada.

Processo de extragdo de material genético segundo patente de numero BR
102016011463-2:

PROCESSO DE EXTRACAO DE MATERIAL GENETICO EM VALVULAS
CALCIFICADAS.

Fracionar em 3x 40mg

Adicionar 600pl de
Etanol 70%

solugao "low
stringency”

Processo de eluicéo
deve ser repetido mais
2x

P 1: Passo 10: . i
asso b: Filtrar todas as CZﬁtSrisfﬁ 1;‘ a Passo 20: Iﬁgjk?:rz;n'q
1'20mg dle tecido fragdes de toda 9 Adicionar solugédo de :
vélvula adrtica em amostra, pipetando 12.000kg por 60 DNase temperatura ambiente
RNA-Later 700ul por vez no filtro segundos por 10 minutos
. Passo 12: Passo 19: .
Passo 2: Passo 9: Adicionar 700ul da Passo 22:

Adicionar 300ul de
etanol

Passo 3:
Seguir com 3
homogeneizagdes
independentes

Passo 8:
Centrifugar 10.00g por
20 minutos a 4°C

Passo 13:
Centrifugar a
12.000kg por 30
segundos

Passo 18:
Centrifugar

Passo 23:
Repetir passos 10-19

Passo 4:
Adicionar em cada
fragdo 1 ml de Trizol

Passo 7:
Adicionar ao
sobrenadante 200 pl
de cloroformio

Passo 14:
Adicionar 700l "high
stringency wash"

Passo 17:
Aguardar 1 minuto

Passo 5:
Homogeneizar por 30
segundos

Passo 6:
Centrifugar a 10.000g
por 10 minutos a 4°C

Passo 15:
Centrifugar a 1.200g
por 2 minutos

Passo 16:
Eluir com 50pl de
substancia eluidora




TABELA DE GENES:

GENES RELACIONADOS AO PROCESSO DE FIBROSE

Este membro da familia das proteinas PAK regula a
motilidade e morfologia celular. Estas proteinas sdo efetores
intermediarios fazendo o link entre as RhoGTPases e a
reorganizacao do citoesqueleto e sinalizagdo nuclear, além
de servirem como alvos para a pequena liga¢ao de proteinas
Cdc42 e Rac GTP.

p21 (RAC1) quinase
ativada 1

proteinas Rho promove a reorganizacdo do citoesqueleto de
actina e regula a forma da célula , anexos e motilidade

Rho(ras homolog
family member A)

Este gene codifica uma proteina que desempenha um papel

Rho GDI 1(Rho

chave na regulacdo da sinalizagdo através de GTPases Rho . | GDP dissociation
inhibitor alpha)
A proteina codificada por este gene esta envolvida em Rho GDI 2 (Rho
diversos acontecimentos celulares, incluindo a sinalizagao GDP dissociation
celular , proliferagdo , organizacao do citoesqueleto e inhibitor beta)
secrecao .
A Proteina desempenha um papel central na modulagao da Rho GDI G(Rho
ativacdo de GTPases inibindo a troca de GDP por GTP . GDP dissociation

inhibitor gamma)

Este gene codifica as cadeias pro- alfal de colageno tipo I, | collagen type I alpha
cuja hélice tripla compreende duas cadeias alfa 1 e uma 1

cadeia alfa 2 .

Este gene codifica para as cadeias alfa 1 do pro- coldgeno de | collagen type III

tipo III , um colageno fibrilar que ¢ encontrado nos tecidos
conjuntivos extensiveis , tais como pele , pulmao , ttero ,
intestino e o sistema vascular , frequentemente em
associa¢do com o colagénio do tipo I .

alpha 1 chain

Os colagenos sdo uma super familia de proteinas que
desempenham um papel na manutengao da integridade dos
varios tecidos . Colagenos sao proteinas da matriz
extracelular e possuem um dominio de hélice tripla como
elemento estrutural comum . Colageno VI é um dos
componentes estruturais principais das microfibrilas .

collagen type VI
alpha 1 chain

o gene ¢ um membro da familia de genes das
metaloproteinases da matriz ( MMP ) , que sdo enzimas
dependentes de zinco capazes de clivar os componentes da
matriz extracelular e as moléculas envolvidas na transdugao
de sinal .

matrix
metallopeptidase 2

As proteinas da familia da metaloproteinase de matriz (
MMP ) sdo envolvidas na quebra da matriz extracelular em
processos fisioldgicos normais , tais como desenvolvimento
embriondrio , reprodugédo , e remodelagdo de tecidos , bem
como em processos de doenga , tais como artrite e
metastases .

matrix
metallopeptidase 9




Esta proteina corresponde a um receptor das
trombospondinas.As trombospondinas estdo amplamente
distribuidos e esta proteina pode ter fungdes importante
como uma molécula de adesao celular . Ela se liga ao
colageno, trombospondina , fosfolipideos aniénicos e LDL
oxidado.

CD36 molecule

GENES ENVOLVIDOS NAS DOENCAS VALVARES

Gene expressa proteina conectora de colageno e
fibronectina.
reduced expression. In RHD

COMP

Codifica proteina quelante do célcio.
reduced expression
MXD

anexina-Al

Codifica porteina relacionada a angiogenese e
fusdo de proteinas.

reduced expression

in MXD

anexina-A2

A proteina septina-2 possue atividade GTPase
além de ser uma constituinte do citoesqueleto.
reduced expression. In MXD

septina-2

reduced expression. In MXD

Transgelin

Lumican regula a organizac¢ao do coladgeno e
crescimento de fibrilas circunferencial , a
transparéncia da cornea, e migragao de células
epiteliais e reparacao de tecidos . Esta proteina se
apresentou superexpressa em valvulas d
epacientes reumaticos quando comparado a outras
patologias mitrais.

Lumican

Este gene codifica a apolipoproteina A -I, que € o
principal componente proteico das lipoproteinas
de alta densidade ( HDL ) no plasma.Esta proteina
se apresentou superexpressa em valvulas d
epacientes reumaticos.

Apoliproteina A

A proteina codificada apresenta atividade celular
de receptor.
Reduced expression in mxd and rhd.

Biglican




GENES ASSOCIADOS AO PROCESSO DE CALCIFICACAO

As proteinas SMAD sao transdutores de sinal e
moduladores transcricionais que medeiam a multiplas vias
de sinalizagdo . Esta proteina medeia os sinais das proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) , que estdao envolvidos numa
variedade de actividades bioldgicas, incluindo o crescimento
celular , a apoptose , a morfogénese , e o desenvolvimento
de respostas imunitarias

SMAD family
member 1

Vide SMAD 1

SMAD family
member 3

Este gene codifica um membro da familia de citoquinas do
factor de necrose tumoral (TNF ), que ¢ um ligando para
osteoprotegerina e funciona como um factor chave para a
diferenciagdo e activagdo de osteoclastos . Esta proteina
mostrou ser um factor de sobrevivéncia de células dendritica
e esta envolvido na regulacdo da resposta imunitaria
dependente da célula T

umor necrosis factor
superfamily member
11

(RANK L)

Este gene ¢ um membro da familia de factores de
transcrigdo RUNX e codifica uma proteina nuclear com um
dominio de ligagao de ADN Runt . Esta proteina ¢ essencial
para a diferenciacdo dos osteoblastos e morfogénese dssea e
actua como um andaime para acidos nucleicos e factores
reguladores envolvidos na expressao do gene do esqueleto.

runt related
transcription factor 2

Este gene codifica um membro da familia do gene
homeobox. A proteina codificada é um repressor da
transcri¢do cuja atividade normal pode estabelecer um
equilibrio entre a sobrevivéncia e a apoptose de células
derivadas da crista neural necessario para adequada
morfogénese craniofacial.

msh homeobox 2

Este gene codifica um membro da familia de proteinas
fosfatase alcalina . Ha pelo menos quatro fosfatase alcalina
distintas, porém relacionadas : intestinal, placentaria ,
placentario -like, e figado / osso / rim (tecido ndo-especifica

alkaline phosphatase

GENES RELACIONADOS AOS PROCESSOS IMUNOINFLAMATORIOS

CYBA

Citocromo b é composto por uma cadeia leve ( alfa ) e uma
cadeia pesada ( beta ) . Este gene codifica a subunidade alfa
que tem sido proposto como um do componente principal do
sistema de oxidase com fun¢do antimicrobiana dos
fagocitos

Citocromo b

NCF1

A proteina codificada por este gene ¢ subunidade citosolica
de NADPH oxidase de neutrofilos . Esta oxidase ¢ uma
enzima de multiplos componentes que ¢ ativado para
produzir o dnion superoxido .

Fator 1 citosolico
de neutrofilo
(NCF1)




NCE2 Este gene codifica o fator 2 citosolico de neutrofilos P67-PHOX
(subunidade citosolica do complexo de multi —proteinas
NADPH-oxidase). Esta oxidase produz uma explosao de
superoxido que ¢é entregue ao limen do fagossoma do
neutrofilo.
Nfkb NF-kappa - B ¢ um factor de transcri¢do pleiotropico Nfkb
presente em quase todos os tipos de células e é o ponto de
extremidade de uma série de eventos de transducédo de sinal
que sdo iniciados por uma vasta gama de estimulos
relacionados com muitos processos bioldgicos, tais como a
inflamagdo , a imunidade , diferenciagdo , de células
crescimento , tumorigénese e apoptose .
IL1A A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia | [[.] a
das citocinas interleucina-1 . Esta citoquina ¢ uma citoquina (Interleucina 1
pleiotropica envolvidos em varias respostas imunitarias ,
; o : alfa)
processos inflamatorios , e hematopoiese
1IL6 Este gene codifica uma citocina que funciona na inflamagdo | [LL6 (Interleucina
e a maturagdo de células B . Além disso , a proteina 6)
codificada foi mostrada para ser um pirogénio endogeno
capaz de induzir febre em pessoas com doengas auto-imunes
ou infecgoes .
proteina codificada por este gene ¢ uma nterleucina
IL17A A prot dificad t IL17(Interl
citocina pro-inflamatdria produzido por células T | 17)
activadas . Esta citocina regula as atividades de
proteinas quinases ativadas por mitégenos NF-
kappaB
ICAM1 Este gene codifica uma glicoproteina da superficie celular ICAM(molécula
que ¢ normalmente expresso em células endoteliais e celulas | e gdesdo
do sistema imune .
intercelular)
VCAMI1 Esta proteina de membrana do tipo I medeia a adesdo de VCAM
leucocitos-células endoteliais e a transdug@o de sinal , e
pode desempenhar um papel no desenvolvimento da
aterosclerose e artrite reumatoide
XX Selectina (p)
INFA Este gene codifica uma citocina pro-inflamatoria TNF alfa
multifuncional que pertence a superfamilia do factor de
necrose tumoral (TNF ) . Esta citocina ¢ secretada
principalmente por macrofagos .
CCI15 As quimioquinas formam uma super familia de proteinas
envolvidas em processos inflamatérios e com funcdo CCI15 (C-C motif
imunorreguladora . chemokine
ligand 5)
IL17 A Interleucina 17A (IL17A) é uma citocina pro-inflamatoria interleukin 17

segregado por linfocitos T activados .

receptor A




TLR4 A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia | toll like receptor 4
de receptores de tipo Toll ( TLR ), que desempenha um
papel fundamental no reconhecimento do patégeno e
ativagdo da imunidade inata

TLR9 Estudos indicam que este receptor medeia a resposta celular | toll like receptor 9
a dinucledtidos CpG ndo metilados em DNA bacteriano
para montar uma resposta imune inata .

CXCR3 A ligagdo de quimiocinas a proteina codificada por este C-X-C motif
gene induz respostas celulares que estao envolvidas no chemokine receptor
trafego de leucdcitos , activacdo de integrina, alteragdes do 3
citoesqueleto e migragdo quimiotatica.

IL10 A proteina codificada por este gene ¢ uma citocina Interleucina 10
produzida principalmente por monocitos € , em menor grau
pelos linfocitos . Esta citoquina tem efeitos pleiotropicos na
imunorregulagdo e inflamagao

IL 4 A proteina codificada por este gene ¢ uma citoquina Interleucina 4
pleiotropica produzida por células T ativadas . Esta
citoquina ¢ um ligante para o receptor de interleucina- 4 .

TGFB1 Este gene codifica um membro da familia do fator de transforming growth
crescimento transformante beta ( TGFB ) de citocinas , que | factor beta 1
sdo péptidos multifuncionais que regulam a proliferagdo ,
diferenciacdo , adesdo, migracgdo , e outras fungdes em
muitos tipos de células .

TGFB2 A proteina codificada é segregada e tem efeitos supressores | transforming growth
de crescimento de células T dependente de interleucina - 2 . | factor beta 2

CSF1 A proteina codificada por este gene ¢ uma citocina que colony stimulating
controla a produg@o , a diferenciac@o e a fungio dos factor 1
macrofagos

NFKB O NFKB ¢ um regulador de transcri¢ao que ¢ ativado por nuclear factor kappa
varios estimulos intra e extra celulares, tais como as B subunit 1
citoquinas , os radicais livres -oxidantes , irradiagdo
ultravioleta , e produtos bacterianos ou virais

FOXP3 A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia | forkhead box P3
forkhead de reguladores transcricionais .

GATA-3 € um importante regulador do desenvolvimento de células T | GATA binding
¢ desempenha um papel importante na biologia das células protein 3
endoteliais .

TLR2 A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia | toll like receptor 2
de receptores de tipo Toll ( TLR ), que desempenha um
papel fundamental no reconhecimento do patégeno e
activacao da imunidade inata .

Hsp60 A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia | heat shock protein

de receptores de tipo Toll ( TLR ), que desempenha um
papel fundamental no reconhecimento do patégeno e
ativagdo da imunidade inata .

family D (Hsp60)
member 1




1L-13 Este gene codifica uma citocina produzida principalmente interleukin 13
por imunorreguladora células Th2 ativadas
IL-5 Este gene codifica uma citocina que atua como um fator de | interleukin 5
diferenciagdo e crescimento das células B e eosindfilos . A
citocina codificado desempenha um papel importante na
regulag@o da formagao de eosinéfilos , maturagao ,
sobrevivéncia e recrutamento . O aumento da produgao de
citoquina esta pode ser relacionada com a patogénese de
doengas inflamatorias dependentes de eosinofilos
RORet
t-bet
CCL2;MCP- | As quimiocinas sdo uma super familia de proteinas C-C motif
1 envolvidas em processos inflamatérios e imunorreguladora . | chemokine ligand 2
IL-12 A proteina codificada por esse gene é necessaria a indug@o interleukin 12A
independente do IFN gama sendo importante para a
diferenciacdo da resposta thl e th2
IFN ¢
IL-1B Esta citoquina ¢ um importante mediador da resposta interleukin 1 beta
inflamatoria , e esta envolvida numa variedade de
actividades celulares , incluindo a proliferagao celular , a
diferenciacdo e a apoptose .
MIP-1B; A proteina codificada ¢ segregada e tem fungdes C-C motif
CCL4 inflamatorias e quimiocinéticas chemokine ligand 4

GENES RELACIONADOS AO PROCESSOS REDOX E ESTRESSE DO RETICULO

GENE

FUNCAO

PROTEINA

EIF2AK3

Tipo de proteina de membrana localizada no
reticulo endoplasmatico(RE) na qual ¢ induzida
pelo estresse de RE.

PERK

ATF6

Este gene codifica um fator de transcri¢ao que
ativa genes-alvo para a resposta durante o estresse
de reticulo endoplasmatico .

ATF6

ERNI1

Esta proteina possui atividade de quinase e
atividade de endorribonuclease e ¢ uma
importante proteina com funcdo de alterar a
expressao génica em resposta ao estresse de RE.

IREI

AMFR

Ela catalisa a ubiquitinacao e degradacao de
proteinas especificas associadas ao reticulo
endoplasmatico.

GP78

HSP90B1

Este gene codifica um membro de uma familia de
trifosfato de adenosina ( ATP ) - chaperonas

GRPY%4




moleculares com papéis na estabilizacdo e
dobramento de outras proteinas

XBP1

Verificou-se que apos a acumulagdo de proteinas
desdobradas no reticulo endoplasmatico (RE ), o
mRNA deste gene ¢ processado para uma forma
ativa por um mecanismo ndo convencional que ¢
mediado pela enzima com fun¢ao endonuclease
Inositol-requiring protein 1

( IRE1 ).Tal mecanismo consiste na perda de 26
nt de mRNA (splicing) resultando na isoforma
XBP1 (S), que ¢ o fator de transcri¢ao
funcionalmente ativo .

XBP1

P4HB

Esta enzima ¢ também um dissulfeto isomerase
contendo dois dominios tiorredoxina que
catalisam a formacao , a ruptura e rearranjo de
ligacdes dissulfeto

PDIAI

CHOP-10

Funcao génica de codificacdo da proteina. A
proteina estd implicada na eritropoiese € a
adipogénese , ¢ ativada pelo stress de reticulo
endoplasmatico , e promove a apoptose

DDIT3

TXNRDI

Este gene codifica um membro da familia das
piridinas nucleotidios oxidorredutases . Esta
proteina reduz tiorredoxinas assim como outros
substratos , e desempenha um papel no
metabolismo de selénio e a protec¢ao contra o
stress oxidativo .

TRX1

SOD1

A proteina codificada por este gene se liga a ions
de cobre e de zinco e ¢ uma das duas isozimas
responsaveis pela destruicdo dos radicais
superoxidos livres no corpo .

SOD1

EROI1B

Codifica a isoforma 1 beta da oxidoredutaso do
reticulo endoplasmatico

EROI1B

EROIA

Codifica a isoforma 1 alfa da oxidoredutaso do
reticulo endoplasmatico

EROI1A

PDIA4

Proteina membra 4 da familia das dissulfetos
1somerases

ERP72

PRDX4

A proteina codificada por este gene ¢ uma enzima
antioxidante localizada no citoplasma e pertence a
familia peroxiredoxina . O estatus reduzido dessa

proteina ¢ um indice do estresse de RE.

PRXDA4

GPX7

Codificam proteinas que participam de vias de
consumo de peroxido.

GPX6]7

GPX8

Codificam proteinas que participam de vias de
consumo de peroxido.

GPX8




CALR

Calreticulina ¢ uma proteina multifuncional que
atua como um importante armazenadora de Ca ( 2
+ ) no limen do reticulo endoplasmatico

Calreticulina

MAPKS

A proteina codificada por este gene € um membro
da familia MAP quinase . MAP quinases actuar
como um ponto de integracao para multiplos
sinais bioquimicos , e estdo envolvidos em uma
ampla variedade de processos celulares tais como
a proliferacdo , diferenciacdo , desenvolvimento e
regulacdo de transcricao .

JINK

BCL2

Este gene codifica uma proteina integrante da
membrana externa da mitocondria que bloqueia a
morte apoptoética de algumas células

Bcl-2

ATF4

A proteina codificada por este gene pertence a
uma familia de proteinas de ligacdo ao DNA que
inclui a familia de fatores de transcri¢ao AP-1 ¢
CREBS.

ATF4

CYBB

Em modelos especificos a proteina codificada por
esse gene esta implicada na resposta ao estresse
oxidativo do RE

NOX2

NOX4

Este gene codifica um membro da familia de
enzimas NOX que funciona como a subunidade
catalitica do complexo de NADPH-oxidase . A
proteina codificada esta localizada em células nao
fagociticas onde atua como um sensor de oxigénio
e cataliza a reducdo de oxigénio molecular para
varias espécies de oxigénio reactivas ( ROS )

NOX4

CANX

Este gene codifica um membro da familia das
calnexinas as quais atuam como chaperonas
moleculares . Pode também desempenhar um
papel central no controle de qualidade do
dobramento das proteinas através da retengdo para
posterior degradacao dentro do ER de
subunidades de proteinas incorretamente
dobradas.

Calnexina

ERP44

A proteina codificada regula ativamente o
transporte de ions de calcio

PDII10

ATGS

A proteina codificada estd envolvido em varios
processos celulares, incluindo a formagao de
vesiculas autofagicas , controle de qualidade apods
dano oxidativo mitocondrial ,apoptose entre
outros.

Atg5

ADAM17

Este gene codifica um membro do ADAM (uma
desintegrina e metaloprotease de dominio ) da familia. Os
membros desta familia sdo proteinas ancoradas @ membrana
estruturalmente relacionados com desintegrinas de veneno
de cobra , e tém sido implicadas numa variedade de
processos bioldgicos envolvem interac¢des célula-célula e
célula-matriz

ADAM
metallopeptidase
domain 1




PDIA3

Este gene codifica uma proteina do reticulo endoplasmatico
, que interage com a chaperonas de lectina e calreticulina
calnexina para modular a dobragem das glicoproteinas
sintetizadas de novo .

Grp58

HSPAS

A proteina codificada por este gene ¢ um membro da familia
de 70 proteinas de choque térmico ( HSP70 ) . Ele esta
localizado no limen do reticulo endoplasmatico (ER ) , e
estd envolvido na dobragem e montagem de proteinas no
ER.

Grp78 ou heat
shock protein family
A (Hsp70) member 5

TGM2

As transglutaminases sdo enzimas que catalisam a
reticulacdo de proteinas através de ligagdes glutamil - lisina
isopeptidicas epsilon gama.Embora a estrutura primaria de
transglutaminases ndo ¢ conservada , todos eles tém a
mesma sequéncia de aminoacidos nos seus sitios ativos e a
sua atividade ¢ dependente de calcio . A proteina codificada
por este gene atua como um monomero , ¢ induzida por
acido retindico , e parece estar envolvido em apoptose .

Transglutaminase
2

HSPAS

A proteina codificada por este gene € um membro
da familia de proteinas de choque térmico (
HSP70) . Ele esta localizado no limen do reticulo
endoplasmatico ( RE ) , e estd envolvido no
dobramento e montagem de proteinas no RE .
Uma vez que esta proteina interage com muitas
proteinas de RE , pode desempenhar um papel
chave no transporte de proteina de monitorizagao
através da célula.

HSPAS

NOX3

Estas enzimas tém a capacidade de geragdo de superdxido e
outras espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de transporte
de electrdes através da membrana plasmatica .

NADPH oxidase 3

NOX1

Este gene codifica um membro da familia de NADPH
-oxidase de enzimas responsaveis pela transferéncia
catalitica de um eletron de oxigénio para gerar superoxido
ou peroxido de hidrogénio .

NADPH oxidase 1

NQO1

Este gene ¢ um membro da familia da NADPH
-desidrogenase de NAD e codifica uma redutase
citoplasmatica. Esta proteina de ligagao ao FAD forma
homodimeros e reduz quinonas em hidroquinones . Esta
atividade enzimatica da proteina impede a reducdo de um
eletron de quinonas que resulta na produgdo de espécies
radicais .

NAD(P)H quinone
dehydrogenase 1

TXNRD2

Este gene codifica um membro da familia de classe I
piridina - oxidorredutase de nucleotidos dissulfureto . A
proteina codificada é um flavoenzima contendo
selenocisteina que mantém tiorredoxinas num estado
reduzido , desempenhando assim um papel chave na
regulacdo do ambiente celular redox.

thioredoxin
reductase 2

TXNRD

1

Este gene codifica um membro da familia de
oxidorredutases piridina nucleétidos . Esta proteina reduz
tiorredoxinas assim como outros substratos , ¢ desempenha

thioredoxin
reductase 1




um papel no metabolismo de selénio e a protecdo contra o
stress oxidativo .

HSPAIA Este gene codifica uma proteina de choque térmico de heat shock protein
70kDa. Em conjunto com outras proteinas de choque de family A (Hsp70)
calor , esta proteina estabiliza proteinas existentes contra member 1A

agregacdo e medeia o enrolamento das proteinas
recentemente traduzido no citosol e nas organelas .

heat shock protein
90 ou GRP94

HSP90 Este gene codifica um membro de uma familia das
chaperonas moleculares do metabolismo de trifosfato de
adenosina ( ATP ), com fungdes de estabilizacao e
dobragem de outras proteinas . A proteina codificada esta
localizada nos melanossomas e no reticulo endoplasmatico

Resultados e discussao

Avaliacao clinica e ecocardiografica.
Nas Tabela 8 e Tabela 9 as caracteristicas clinicas e ecocardiograficas do DCR-Expl e

GC-Expl.

Tabela 8— Doenga Cardiaca Reumatica

Controle Aortico/Mitral Aodrtico Mitral p-value **
Total (n) 3 4 4
Sexo masculino 2 2 1
Idade (anos) 35+5 39+10 59+3 0,0009
ECO-FEVE (%) * - 62+7 60+ 10 0,000
Lesdo celular 100% dupla lesdao
NYHA II-IIT * - 100% 100%
Massa VE - 99 + 20 110 £40 0,853
DDVE * - 46 + 8 58+15 0,041
DSVE * - 29+7 38+ 10 0,002

* ECO-FEVE fragdo de eje¢do, Classificagdo New York Heart Association;, DDVE: diametro diastolico

do ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistolico do ventriculo esquerdo; ** teste t de Student

Tabela 8: Analise clinica dos grupos com relagdo a idade, sexo, classe funcional pelo
New York Heart Association (NYHA), lesdo valvar predominante, tempo de doenga,
integridade da funcdo cardiaca pelo ecocardiograma (fracdo de ejecdo — FEVE) e

didmetros ventriculares.


https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.2fk6b3p
https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.upglbi
https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.3ep43zb
https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.2fk6b3p

Analise de calcificacio através de angiotomografia computadorizada valvar.

Tabela 9 — Angiotomografia Pré Operatoria

Grupos Calcio mitral Calcio adrtico Caélcio coronariano
Mitral Reumatico 8 3 3
Aortico Reumatico 3 6 6

Intensidade da Calcificacao

6-moderada 9-intensa

3 =leve 6 = moderada 9 = intensa

Tabela 9: Andlise qualitativa da calcificacdo valvar. A intensidade de calcio nas
amostras obtidas por dados de angiotomografia gateada em tomoégrafo de 320 canais foi
identificada e atribuida uma graduagdo numérica com a finalidade de quantificar o
calcio através de imagens. A pontuagdo 9 caracteriza calcificagdo intensa de todas as
cuspides, 6 calcificagdo valvar moderada e 3 calcificagdo leve das valvas.

A valvopatia mitral reumatica predominante se mostrou mais intensamente calcificada,
em relagdo as valvas aorticas ou ao calcio coronariano.

Na valvopatia adrtica reumatica predominante, o calcio aortico demonstrou uma
calcificagdo moderada (em comparagdo com o predominantemente mitral) e moderado

acometimento coronariano calcifico.


https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.1tuee74
https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.upglbi

Histopatologia

O estudo histopatologico foi realizado no servico de patologia do Instituto do
Coracao-HCFMUSP pelo mesmo patologista. Todas as valvas mitrais reumaticas e
aorticas reumaticas tiveram seu diagnostico patoldgico compativel com sequelas de
febre reumatica. As valvas do grupo controle obtiveram o diagndstico de valvas
saudaveis.

Foi observado que as valvas mitrais do grupo reumdtico apresentavam processo

inflamatorio e de reparagdo, ou seja, fibrose, mais intenso que o grupo aortico.

Figura 5 — Valvas Reumaticas DRC-Exp1

Calcificacao Fibrose Perivascular

Inflamacao



https://docs.google.com/document/d/1M9XSJYttoWtbSIxUR6T5ylRAjK83n1rJ/edit#bookmark=id.4du1wux

Analise genética do GC-Expl

A analise dos valores absolutos das expressdes dos principais genes relacionados aos
processos de fibrose, calcificagdo, imuno-inflamacao e estresse do reticulo sugere que a
expressao desses genes sao quantitativamente equivalentes ndo havendo diferenca de

expressao significativa entre os subgrupos mitral e aortico do GC-Exp1 (Figura 6).
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Figura 6: Analise genética do GC-Expl. A analise génica representa a quantificacdo da
expressao de alguns genes dos 94 analisados das amostras normais obtidas do
SVO-FMUSP. A expressao génica das valvas mitrais estd em azul e as adrticas em

vermelho.
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Analise genética do DCR-Exp1 (mitral e adrtico reumatico)

Na Figura 7 temos dados da expressdo génica obtidas de valva adrtica e mitral doadas
do mesmo individuo. Observa-se padroes genéticos de alguns dos genes correlacionados

ao processo de imuno-inflamacao distintos entre as valvas.

o 8
o .8
£e 3 & &g
= = S . St a EEE - o3 Hee o Zof ST
st st e IR T s e il afainneeiins
L o
w
B
a 3 L -
it 3
B
Tn.?_
w
w
=

Figura 7: Anélise global de expressao génica do grupo mitral e adrtico do DRC-Expl. A
andlise génica representa a quantificagdo da expressdo dos genes analisados das

amostras. A expressao génica das valvas mitrais esta em azul e as adrticas em vermelho.
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Figura 8: representacdo quantitativa dada em medidas de fold-change da expressdo de

genes ligados ao processo de imuno-inflamacao da valva mitral e adrtica comparados ao

GC-Expl. Valva adrtica (representada em vermelho) e mitral (representada em azul)

retirada do mesmo paciente reumatico em mesmo momento cirurgico evidenciando

assinatura imunoinflamatoria maior em valva mitral.

Conclusao e perspectivas

Valvas reumadticas mitrais exibiram maior expressdo de genes ligados a
calcificagdo, e imuno-inflamagdo em relagdo a valvas reumaticas aolrticas.
Houve, também, predominancia de genes relacionados a redox, embora com
menor expressao.

E provavel que esse perfil genético influencie no processo patolégico de
imuno-inflamacdo e de reparagdo, determinando evolugdes distintas nas lesdes
reumaticas mitrais e adrticas, sendo, particularmente, mais sustentado e intenso
na valva mitral.

Os padrdes protéicos e gendmicos sdo distintos na doenca valvar reumatica
comparado a controles normais.

A andlise histopatoldgica, gendmica e protedmica nos permite concluir que a
fisiopatogenia da doenga valvar reumdtica ¢ complexa e envolve multiplos
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mecanismos de autoimunidade, inflamagdo e reparacdo com predominancia na
valva mitral.

5. Compreender as complexas redes regulatorias, bem como as variagdes
imunoinflamatorias, pode nos ajudar a combater eficientemente a doenga
cardiaca reumatica.
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