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RESUMO 

 

 

Valadares ACA. Perfil genético e proteômico de portadores de doença valvar reumática mitral 

e aórtica sintomáticos [tese]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 

2024. 

 

A doença reumática (DR) resulta de uma resposta imunológica anormal à faringite 

estreptocócica. Embora os eventos imunoinflamatórios que ligam a infecção estreptocócica ao 

dano valvar sejam bem estudados, os processos que impulsionam a progressão para a 

cardiopatia reumática crônica (CRC) em estágio avançado são menos compreendidos. Vários 

mecanismos patológicos foram propostos, mas nenhum explica completamente por que a 

válvula mitral é preferencialmente afetada. A fim de investigar mais profundamente o 

mecanismo da doença valvar na CRC, realizamos uma análise genética e proteômica nas 

válvulas mitral e aórtica de pacientes sintomáticos, que foram submetidos a tratamento 

cirúrgico convencional. Métodos: Um total de 40 válvulas cardíacas foram analisadas por várias 

modalidades, incluindo proteômica global baseada em espectrometria de massas e genômica. 

Um total de 14 válvulas cardíacas (VC) foram usadas no estudo genômico, 26 VC em 

proteômica e 6 VC em proteômica setorial de depósitos amiloides em valva microdissecção por 

laser. Folhetos mitral e aórtico do mesmo paciente foram obtidos de cirurgias de dupla 

substituição de válvulas para estenose grave ou lesões valvares múltiplas. Resultados: Análise 

global de expressão gênica em pacientes com indicação cirúrgica mostrou que valvas 

reumáticas mitrais exibiram, em comparação com valvas aórticas, maior expressão de genes 

ligados a processos redox, calcificação, inflamação e, em particular, resposta imune. Nosso 

estudo translacional gerou um mapa proteômico da CRC ao analisar válvulas mitral (MV) e 

aórtica (AOV) dos mesmos pacientes, e compará-las com válvulas correspondentes de 

pacientes-controle não doentes que passaram por transplantes cardíacos. Diferenças 

significativas nas assinaturas proteômicas entre MV e AOV estavam presentes, principalmente, 

nas válvulas-controle. No cenário da CRC, essas diferenças diminuem, sugerindo que a CRC 

avançada converge para vias comuns da doença. A análise das redes de interação proteína-

proteína encontrou que a assinatura reumática da doença avançada inclui a regulação negativa 

de proteínas relacionadas à função mitocondrial, comprometimento dos mecanismos de 

proteostase e metabolismo lipídico alterado. Conclusão: A CRC tem uma patofisiologia 

complexa. O estudo do padrão genético da doença mitral reumática evidenciou não só padrões 

de imunoinflamação, fibrose, calcificação além de oxirredução maior nas valvas reumáticas 

assim como sugere padrões diferentes quanto à valva acometida mitral ou aórtica. A análise 

proteômica revelou diminuição de expressão de proteínas relacionadas à função mitocondrial, 

comprometimento dos mecanismos de proteostase e metabolismo lipídico alterado. Uma 

estratégia combinada de proteômica e biologia de sistemas identifica o primeiro perfil de CRC, 

que indica distúrbios ainda ativos em processos metabólicos, redox e de proteostase, apesar da 

doença avançada e da cicatrização/calcificação. 

 

Palavras-chave: Doença reumática. Patogênese. Genômica. Proteômica. Válvula. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Valadares ACA. Proteomic and genetic  profile in symptomatic rheumatic mitral and aortic 

valves individuals [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 

2024. 

 

Rheumatic disease (RD) results from an abnormal immune response to streptococcal 

pharyngitis. Although the immunoinflammatory events linking streptococcal infection to 

valvular damage are well studied, the processes driving the progression to advanced-stage 

chronic rheumatic heart disease (CRHD) are less understood. Several pathological mechanisms 

have been proposed, but none fully explain why the mitral valve is preferentially affected. To 

further investigate the mechanism of valvular disease in CRHD, we performed genetic and 

proteomic analyses on the mitral and aortic valves of symptomatic patients who underwent 

conventional surgical treatment. Methods: A total of 40 heart valves were analyzed using 

various modalities, including mass spectrometry-based global proteomics and genomics. A 

total of 14 heart valves (HV) were used in the genomic study, 26 HV in proteomics, and 6 HV 

in sectional proteomics of amyloid deposits in microdissected valves by laser. Mitral and aortic 

leaflets from the same patient were obtained from double valve replacement surgeries for severe 

stenosis or multiple valvular lesions. Results: Global gene expression analysis in patients 

indicated for surgery revealed that rheumatic mitral valves exhibited, compared to aortic valves, 

higher expression of genes associated with redox processes, calcification, inflammation, and, 

in particular, immune response. Our translational study generated a proteomic map of rheumatic 

valve disease (RVD) by analyzing mitral (MV) and aortic (AOV) valves from the same patients 

and comparing them with corresponding valves from non-diseased control patients who 

underwent heart transplantation. Significant differences in proteomic signatures between MV 

and AOV were mainly present in the control valves. In the context of RVD, these differences 

diminish, suggesting that advanced RVD converges on common disease pathways. Protein-

protein interaction network analysis found that the rheumatic signature of advanced disease 

includes negative regulation of proteins related to mitochondrial function, impairment of 

proteostasis mechanisms, and altered lipid metabolism. Conclusion: RVD has a complex 

pathophysiology. The study of the genetic pattern of rheumatic mitral disease highlighted not 

only patterns of immune inflammation, fibrosis, and calcification, but also increased oxidative-

reduction processes in rheumatic valves, suggesting different patterns depending on whether 

the mitral or aortic valve is affected. Proteomic analysis revealed decreased expression of 

proteins related to mitochondrial function, compromised proteostasis mechanisms, and altered 

lipid metabolism. A combined strategy of proteomics and systems biology identifies the first 

RVD profile, indicating ongoing disturbances in metabolic, redox, and proteostatic processes 

despite advanced disease and scarring/calcification. 

 

Keywords: Rheumatic disease. Pathogenesis. Genomics. Proteomics. Valve. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A febre reumática (FR) resulta de uma resposta autoimune à infecção pelo estreptococo 

β-hemolítico do grupo A (GAS). Caracteriza-se por uma complicação tardia, não supurativa, 

de uma infecção estreptocócica não tratada, que ocorre em pessoas geneticamente 

predispostas1-3. 

A FR e sua sequela crônica, a cardiopatia reumática (CRC), são responsáveis por 

importante morbimortalidade em crianças e adultos jovens, e têm alto impacto socioeconômico. 

A incidência de Febre Reumática aguda, em alguns países em desenvolvimento, é superior a 

50 por 100.000 crianças. A prevalência mundial de CRC é de, pelo menos, 15,6 milhões de 

casos, e esta doença é responsável por cerca de 233.000 mortes/ano4. Apesar da redução do 

número de casos em países desenvolvidos, continua sendo de alta prevalência em países em 

desenvolvimento1-5, constituindo a principal causa de cardiopatia adquirida na infância e, 

também, a mais passível de prevenção. Dados do Ministério da Saúde estimam uma prevalência 

de FR ao redor de 3% entre crianças e adolescentes suscetíveis, sendo responsável por 40% das 

cirurgias cardíacas no país6. 

A patogênese da doença reumática ainda permanece não totalmente compreendida. 

Vários genes têm sido descritos, a maioria envolvida com respostas imunoinflamatórios. A 

existência de processo autoimune na FR foi postulada após a observação de que as lesões no 

coração estavam associadas a anticorpos que reconheciam o tecido cardíaco. A origem da 

doença parece estar associada a uma reação cruzada de anticorpos produzidos originalmente 

contra produtos e estruturas dos estreptococos que, porém, passam a reconhecer, também, as 

células do hospedeiro, processo chamado mimetismo molecular7,8. Sabe-se que ambas as 

respostas imunes mediadas por linfócitos B e T estão envolvidos no processo inflamatório da 

FR. Além disso, também, há produção de citocinas inflamatórias que exacerbam a reação 

autoimune, sendo responsáveis pela progressão e manutenção da lesão valvar crônica9. 

O processo inflamatório cardíaco está associado a uma reação cruzada entre a proteína 

M do Streptococcus pyogenes e as proteínas miosina, queratina e outras proteínas do tecido 

cardíaco humano. Outros tipos de proteína M têm sido descritos como causadores de FR10,11. 

Predisposição genética é necessária, havendo associação com o HLA-DR4, DR-2, D7 em   

nosso meio, e uma possível associação com o anticorpo D8/17, dirigido contra antígenos de 

células B12. 



1 Introdução  17 

O processo inflamatório desencadeado em reação ao Streptococcus pyogenes induz uma 

inflamação no miocárdio e no endotélio da valva cardíaca que é facilitada pela infiltração de 

células T. A única sequela em longo prazo é a cardiopatia valvar reumática. No início, ocorrem 

lesões como a fragmentação das fibras colágenas, edema da substância intercelular, infiltração 

celular e degeneração fibroide13. No coração, as lesões iniciais surgem nas valvas cardíacas 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 insuficiência valvar. A valva mitral é mais frequentemente, 

envolvida, vindo a seguir a aórtica, a tricúspide e, raramente, a pulmonar14. 

Pode ocorrer degeneração difusa, com lesões inflamatórias perivasculares, formando os 

nódulos de Aschoff, que são formados por área central fibroide circundada por linfócitos, 

plasmócitos e grandes células basofílicas15. 

Além dos mecanismos descritos, a produção de citocinas influência de forma decisiva 

a resposta imune nos pacientes com FR. O número aumentado de linfócitos CD4+ no sangue 

periférico de pacientes com DRC estão ligados a aumento de IL-1, TNF alfa e IL-2 no soro. A 

análise do perfil de citocinas no tecido cardíaco de pacientes com doença reumática cardíaca 

grave mostrou predomínio de células mononucleares secretoras de TNF α e IFN γ (padrão 

Th1)16. 

Embora a pesquisa clínica e bacteriológica tenha evoluído significativamente, na área 

da Biologia Molecular, muitas dúvidas ainda carecem de explicação, principalmente quanto às 

bases fundamentais do mecanismo imunológico na patogênese da doença cardíaca reumática, 

processo esse que, até o momento, não foi completamente elucidado. Torna-se necessária a 

busca por marcadores que permitam auxiliar no diagnóstico e prognóstico da doença valvar 

reumática, especialmente quando em fase inicial. O estudo do perfil metabólico tem sido 

utilizado para identificação de biomarcadores em diversas doenças17,18. A caracterização dos 

tipos e das diferentes proporções dos metabólitos são indicadas para essa pesquisa inicial de 

biomarcadores. Avanços na pesquisa “ômica” na última década, particularmente genômica e 

proteômica, nos permitiram determinar as mudanças dentro do genoma e do proteoma que 

ocorrem durante o desenvolvimento de várias valvopatias não reumáticas19 e sugeriram vários 

insights na fisiopatologia da doença reumática cardíaca20. 

Assim sendo, com a finalidade de compreender mais profundamente as vias patogênicas 

da doença reumática, nossa proposta é definir possíveis padrões genômicos e proteicos 

relacionados, a fim de contribuir com o estudo da patogênese da doença cardíaca reumática. 
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2 HIPÓTESE 

 

O perfil genético e proteico na cardiopatia reumática crônica (CRC) tem um 

comportamento diverso nas valvas aórtica e mitral, o que resulta em diferente evolução quanto 

ao dano valvar. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o perfil genético e proteômico em portadores de doença valvar mitral e 

aórtica de etiologia reumática. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analisar quantitativamente a expressão do mRNA de um painel de genes 

indicadores de vias ligadas à homeostase e sinalização redox, estresse do RE e 

inflamação em tecido valvar humano; 

2. Correlacionar a expressão gênica de proteínas selecionadas e sua expressão tecidual 

à intensidade de calcificação, fibrose e inflamação; 

3. Analisar as variáveis obtidas nos objetivos (1) e (2) com relação à valva acometida 

(mitral e aórtica); 

4. Estudar o perfil proteômico e fornecer informação quanto à diferenciação do 

parênquima valvar normal, e da valvar reumática mitral e aórtica; 

5. Estudar frações das válvulas reumáticas relacionadas ao depósito de proteína 

amiloide por meio de proteômica direcionada e fornecer informações sobre os 

possíveis mecanismos envolvidos nesse depósito e sua participação na patogênese 

da doença reumática; 

6. Confrontar os dados obtidos no objetivo 4 com os obtidos no objetivo 5 e 6, e 

capturar efeitos complementares e interações sinérgicas entre as ômicas integrando 

dados obtidos de diferentes níveis para entender sua interação e combinada 

influência sobre o processo da doença valvar reumática. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os participantes do estudo ou seus responsáveis legais assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido dos participantes do estudo (vide Anexo A). 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto do Coração 

(InCor), Projeto CAAE no 69241117.0.0000.0068, SDC 4492 16 158 (manuscrito original para 

publicação - Anexo B). 

Esse estudo é do tipo caso-controle, no qual a comparação se faz entre um grupo de 

doentes (cardiopatia valvar reumática mitral e aórtica) e um grupo de indivíduos sem as doenças 

estudadas. 

As análises experimentais foram realizadas no laboratório do Professor Francisco 

Laurindo (LIM 64) do Instituto do Coração, Grupo Fleury e Laboratório Espectrometria de 

Massa da Universidade de Brasília. 

 

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para um melhor entendimento do delineamento experimental, encontram-se na Figura1 

fluxogramas com as etapas do presente estudo. 

 

Figura 1 - Resumo gráfico dos protocolos empregados 

 
Fonte: Produção da autora (2024) 

Legenda: Resumo gráfico dos protocolos empregados. Protocolo I (análise genômica), Protocolo II (análise 

proteômica) e Protocolo III (análise proteômica de depósito amiloide), e critérios de inclusão/exclusão. 
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4.1 PROTOCOLO I: PROTOCOLO DE ESTUDO EM VALVAS NÃO PAREADAS 

 

Inicialmente, foi conduzido um estudo genético com pacientes com Valvopatia 

Reumática avançada que necessitavam de cirurgia. Na fase inicial e com a finalidade de análise 

exploratória, a amostra não se restringiu apenas a pacientes submetidos à dupla troca valvar 

(aórtica e mitral), incluindo, também, aqueles que foram submetidos à troca de uma única 

válvula. 

 

4.1.1 Grupo doença reumática cardíaca (Protocolo I) 

 

Foram incluídos para esta etapa do estudo pacientes com valvopatia mitral, aórtica ou 

mitral-aórtica acompanhados no ambulatório de Valvopatia do Instituto do Coração-

HCFMUSP (Incor). 

Os pacientes elegíveis para o estudo obtiveram, previamente, diagnóstico de cardiopatia 

valvar reumática estágio D (AHA-ACC), ou seja, todos sintomáticos e com indicação de troca 

valvar mitral, aórtica ou ambas. 

Foram excluídos pacientes não elegíveis para troca valvar ou com diagnóstico de 

cardiopatia isquêmica associada, cardiomiopatia chagásica ou idiopática assim como cirurgia 

valvar prévia. 

 

4.1.2 Grupo-controle (Protocolo I) 

 

Foram coletadas valvas aórtica e mitral de doadores cadáveres obtidas do Serviço de 

Verificação de Óbito – HCFMUSP (SVO). 

A fim de uniformizar o grupo-controle com o objetivo de garantir a obtenção de valvas 

cardíacas saudáveis, os doadores elegíveis constituíram-se de homens ou mulheres de até 40 

anos, sem doenças cardiovasculares prévias conhecidas, cujo óbito ocorreu por acidentes ou 

traumas. 

Critérios de exclusão: doadores com mais de 40 anos, diagnóstico prévio de cardiopatia 

isquêmica, estrutural ou doença valvar, causa mortis primária ou secundária relacionada a 

evento cardiológico. 
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4.1.3 Coleta das valvas 

 

A coleta das valvas do grupo doença reumática cardíaca do experimento 1 (DRC-Exp1) 

foi realizada em bloco cirúrgico no Instituto do coração. 

Sete pacientes foram selecionados para compor o grupo-controle do Protocolo I. 

Foram coletadas 3 valvas mitrais e 3 valvas aórticas de pacientes submetidos à troca 

valvar única e um único paciente submetido à troca valvar mitral-aórtica. 

Após a retirada cirúrgica da valva, procedeu-se à preparação do tecido para o protocolo 

em laboratório (LIM 64). 

As valvas foram seccionadas em três partes equivalentes destinadas a análises 

diferenciais. 

O fragmento destinado à análise genômica e extração de material genético foi colocado 

em criotubo contendo 4 ml de RNAlater e acondicionado na temperatura de menos oitenta graus 

Celsius até a extração. Os demais fragmentos foram acondicionados em tubos contendo formol 

para posterior análise. 

Para o grupo-controle (MV e AOV), quatro valvas (duas aórticas e duas mitrais) foram 

coletadas de doadores cadáveres no SVO-HCFMUSP. 

Após a coleta, as valvas foram levadas ao laboratório e processadas da mesma maneira 

que as RMV e RAOV do Protocolo I. 

 

4.1.4 Análise histopatológica 

 

Os fragmentos destinados à análise histopatológica foram, inicialmente, descalcificados 

com EDTA a fim de, após removidos os cristais de cálcio, se analisarem os constituintes 

orgânicos do tecido. Após a descalcificação, foram confeccionadas lâminas do tecido e corados 

com hematoxilina eosina para análise microscópica de fibrose e imunoinflamação. Todas as 

valvas foram avaliadas pela mesma patologista para evitar viés de observador. 

 

4.1.5 Coloração HE 

 

As biópsias foram incluídas em Tissue-Tek® para corte em criostato, a -25°C, com 

espessura de 6 μm, em lâminas de microscopia silanizadas. Em cada lâmina, foram colocados 

cerca de 4 cortes de cada material. Para avaliar a qualidade dos cortes e do material, 
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adicionalmente, foi feita coloração por hematoxilina-eosina destes conforme protocolo na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Protocolo de coloração 

Solução Tempo (minutos) 

Álcool 96°GL 5 

Álcool 70°GL 2 

Lavar em água 

Hematoxilina 1,5 

Lavar em água 

Eosina 2 

Lavar em água 

Álcool 96°GL 1 

Álcool 100°GL 3 

Xilol 1 

 

4.1.6 Quantificação de calcificação por Angiotomografia coronária e valvar 

 

Fragmentos valvares equivalentes foram submetidos para aquisição de imagem em 

angiotomografia de 320 canais. As imagens das valvas analisadas por avaliador radiologista 

único e pontuação atribuída de forma subjetiva de acordo com a intensidade e distribuição de 

calcificação no tecido estudado conforme Figura 2. 

 

Figura 2 -  Quantificação da calcificação Protocolo I 

Intensidade da Calcificação 

 
3 = leve           6 = moderada            9 = intensa 

Fonte: Produção da autora (2024) 

Legenda: Representação gráfica da quantificação da calcificação valvar por meio da obtenção de imagem de 

tomografia 
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4.1.7 Extração de RNA de valvas cardíacas 

 

A fim de verificar a taxa da expressão gênica de proteínas específicas relacionadas a 

processo de fibrose e calcificação, processos imunoinflamatórios e ligados às vias redox e de 

resposta ao estresse reticular nas valvas cardíacas, foram feitos miniarrays de RT-PCR (Real 

Time Polymerase Chain Reaction). A extração de RNA foi 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 difícil 

processamento bioquímico e detalhado na Tabela 2).  

O RNA foi quantificado e o cDNA transcrito por meio do Kit High Capacity (Life 

Technologies). Aproximadamente, 50 ng de cDNA foi colocado em microtubos juntamente 

com Taqman (Applied Biosystems) e primers específicos. O resultado foi calculado pelo delta-

delta ct após 40 ciclos no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), de 

acordo com protocolo do fabricante e normalizado pelo GAPDH [22]. Os resultados estão 

expressos como fold-change (2^delta-deltaCt). 

 

4.1.8 Análise estatística 

 

Para testar as diferenças significativas na expressão e modulação dos genes entre os 

grupos experimentais propostos, a análise univariada de variância One-way ANOVA foi 

utilizada, com valor de p ≤ 0,05 e p ≤ 0,01 no módulo Biological Variation Analysis (BVA) do 

software. Um limiar (threshold) para a razão de modulação da expressão gênica (fold) foi 

também estabelecido neste módulo: ± 1,3 vezes, ou seja, variação de + 30% (upregulated) ou -

30% (downregulated) na expressão para cada spot comparado. One-way ANOVA foi 

escolhido, pois é o mais adequado para avaliar quão distantes os componentes analisados estão 

quando comparados à variabilidade de observações individuais. Após este tratamento, para os 

spots que se apresentaram dentro dos limites estabelecidos acima, uma comparação pareada 

(pairwise) foi realizada entre os grupos experimentais utilizando-se o teste de comparações 

múltiplas de Tukey's. Sendo o teste One-way ANOVA significativo, o teste Tukey, que é teste 

baseado na diferença mínima significativa (DMS), é utilizado para avaliar toda e qualquer 

diferença entre duas médias de diferentes cenários biológicos. O software utilizado para análise 

estatística foi o GraphPad Prism 7.0 (GraphPa Software Inc., CA; USA). 
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4.1.9 Extração de material genético 

 

O processo de extração de material genético em valvas calcificadas foi realizado 

segundo patente BR102016011463-2, conforme Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Passos da extração de material genético 

1. 120mg de tecido valvar aórtico em RNA-Later 2. Centrifugar a 12.000kg por 30 segundos 

3. Seguir com 3 homogeneizações independentes 4. Adicionar em cada fração 1ml de Trizol 

5. Homogeneizar por 30 segundos 6. Centrifugar a 10.000g por 10 minutos a 4°C 

7. Adicionar ao sobrenadante 200μl de clorofórmio 8. Centrifugar a 10.000 g por 20 minutos a 4°C 

9. Adicionar 600μl de Etanol 70°GL 
10. Filtrar todas as frações de toda amostra, 

pipetando 700μl por vez no filtro 

11. Centrifugar a 12.000kg por 60 segundos 12. Adicionar 700μl da solução "low stringency" 

13. Fracionar em 3x 40mg 14. Adicionar 700μl "high stringency wash" 

15. Centrifugar a 1.200g por 2 minutos 16. Eluir com 50μl de substância de eluição 

17. Aguardar 1 minuto 18. Centrifugar 

19. Processo de eluição deve ser repetido mais 2x 20. Adicionar solução de DNase 

21. Incubar em temperatura ambiente por 10 

minutos 
22. Adicionar 300μl de etanol 

23. Repetir passos 10-19  

 

4.1.10 Genes estudados 

 

4.1.10.1 Genes relacionados ao processo de fibrose 

 

Foram escolhidos com base em dados obtidos da literatura23,24 os genes implicados no 

processo de fibrose em doenças cardíacas e outros contextos patológicos (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Genes relacionados a fibrose 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

PAK1 

Membro da família das proteínas PAK regula a motilidade e 

morfologia celular. Estas proteínas são efetores intermediários 

fazendo o link entre as Rho GTPases e a reorganização do 

citoesqueleto e sinalização nuclear, além de servirem como alvos 

para a pequena ligação de proteínas Cdc42 e Rac GTP. 

P21 (RAC1) quinase 

ativada 1 

RHOA 
Proteínas Rho promovem a reorganização do citoesqueleto de 

actina e regula a forma da célula, anexos e motilidade. 

Rho (RAS homolog 

family member A) 

ARHGDIA 
Este gene codifica uma proteína que desempenha um papel-chave 

na regulação da sinalização por meio de GTPases Rho. 

Rho GDI 1 (Rho GDP 

dissociation inhibitor 

alpha) 

ARHGDIB 

A proteína codificada por este gene está envolvida em diversos 

acontecimentos celulares, incluindo a sinalização celular, 

proliferação, organização do citoesqueleto e secreção. 

Rho GDI 2 (Rho GDP 

dissociation inhibitor 

beta) 

ARHGDIG 
Essa proteína desempenha um papel central na modulação da 

ativação de GTPases inibindo a troca de GDP por GTP. 

Rho GDI G (Rho GDP 

dissociation inhibitor 

gamma) 

COL1A1 
Este gene codifica as cadeias pró-alfa 1 de colágeno tipo I, cuja 

hélice tripla compreende duas cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2. 
Collagen type I alpha 1 

COL3A1 

Este gene codifica para as cadeias alfa 1 do pró-colágeno de tipo 

III, um colágeno fibrilar que é encontrado nos tecidos conjuntivos 

extensíveis, tais como pele, pulmão, útero, intestino e o sistema 

vascular, frequentemente, em associação com o colagênio do tipo 

I. 

Collagen type III alpha 

1 chain 

COL6A1 

Os colágenos são uma superfamília de proteínas que desempenham 

um papel na manutenção da integridade dos vários tecidos. 

Colágenos são proteínas da matriz extracelular e possuem um 

domínio de hélice tripla como elemento estrutural comum. 

Colágeno VI é um dos componentes estruturais principais das 

microfibrilas. 

Collagen type VI alpha 

1 chain 

MMP2 

 

O gene é um membro da família de genes das metaloproteinases da 

matriz (MMP), que são enzimas dependentes de zinco capazes de 

clivar os componentes da matriz extracelular e as moléculas 

envolvidas na transdução de sinal. 

Matrix 

metallopeptidase 2 

MMP9 

As proteínas da família da metaloproteinase de matriz            (MMP) 

são envolvidas na quebra da matriz extracelular em processos 

fisiológicos normais, tais como desenvolvimento embrionário, 

reprodução, e remodelação de tecidos, bem como em processos de 

doença, tais como artrite e metástases. 

Matrix 

metallopeptidase 9 

CD36 

Esta proteína corresponde a um receptor das trombospondinas. As 

trombospondinas estão amplamente distribuídas e essa proteína 

pode ter função importante como uma molécula de adesão celular. 

Ela se liga ao colágeno, trombospondina, fosfolipídeos aniônicos e 

LDL oxidado. 

CD36 molecule 
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4.1.10.2 Genes envolvidos nas doenças valvares 

 

Na Tabela 4 estão relacionados os Genes que estão ligados a processos variados de 

remodelamento da matriz, componentes do citoesqueleto e angiogênese, estando, 

possivelmente, implicados em processos patológicos envolvendo as valvas cardíacas. 

 

Tabela 4 - Genes relacionados a doenças valvares 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

COMP 
Este gene expressa a proteína conectora de colágeno e fibronectina, 

usualmente, reduzida na doença reumática. 
COMP 

ANXA1 
Codifica proteína quelante do cálcio. Expressão reduzida na doença 

mixomatosa. 
Anexina-A1 

ANXA2 
Codifica proteína relacionada à angiogênese e fusão de proteínas. 

Expressão reduzida na doença mixomatosa. 
Anexina-A2 

SEPT2 

A proteína septina-2 possui atividade GTPase além de ser uma 

constituinte do citoesqueleto. A expressão está reduzida na doença 

mixomatosa. 

Septina-2 

TAGLN Este gene tem expressão reduzida na doença mixomatosa. Transgelin 

LUM 

Lumican regula a organização do colágeno e crescimento de fibrilas 

circunferenciais, a transparência da córnea, e migração de células 

epiteliais e reparação de tecidos. Esta proteína se apresentou super 

expressa em valvas de pacientes reumáticos quando comparados aos 

com outras patologias mitrais. 

Lumican 

APOA1 

Este gene codifica a apolipoproteína A -I, que é o principal 

componente proteico das lipoproteínas de alta densidade (HDL) no 

plasma. Esta proteína se apresentou super expressa em valvas de 

pacientes reumáticos. 

Apolipoproteína A 

BGN Essa proteína codificada apresenta atividade celular de receptor. Biglycan 

 

4.1.10.3 Genes associados ao processo de calcificação 

 

Na tabela a seguir, estão os Genes associados ao desenvolvimento do fenótipo calcífico 

em diversas patologias, principalmente no processo de aterosclerose coronariana (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Genes relacionados a calcificação 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

SMAD1 e SMAD 3 

As proteínas SMAD são transdutores de sinal e moduladores 

transcricionais que medeiam a múltiplas vias de sinalização. Esta 

proteína medeia os sinais das proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), 

que estão envolvidos numa variedade de atividades biológicas, 

incluindo o crescimento celular, a apoptose, a morfogênese e o 

desenvolvimento de respostas imunitárias. 

SMAD family 

member 1 

SMAD family 

member 3 

TNFSF11 

Este gene codifica um membro da família de citocinas do fator de 

necrose tumoral (TNF), que é um ligante para osteoprotegerina e 

funciona como um fator-chave para a diferenciação e ativação de 

osteoclastos. Esta proteína mostrou ser um fator de sobrevivência de 

células dendríticas e está envolvida na regulação da resposta imunitária 

dependente da célula T. 

Tumor necrosis 

factor 

superfamily 

member 11 

(RANK L) 

RUNX2 

Este gene é um membro da família de fatores de transcrição RUNX e 

codifica uma proteína nuclear com um domínio de ligação de ADN 

Runt. Esta proteína é essencial para a diferenciação dos osteoblastos e 

morfogênese óssea, e atua como um suporte para ácidos nucleicos e 

fatores reguladores envolvidos na expressão do gene do esqueleto. 

Runt related 

transcription 

factor 2 

MSX2 

Este gene codifica um membro da família do gene homeobox. A 

proteína codificada é um repressor da transcrição cuja atividade 

normal pode estabelecer um equilíbrio entre a sobrevivência e a 

apoptose de células derivadas da crista neural necessária para 

adequada morfogênese craniofacial. 

Msh homeobox 2 

ALPL 
Este gene codifica um membro da família de proteínas fosfatase 

alcalina. 

Alkaline 

phosphatase 

 

4.1.10.4 Genes relacionados aos processos imunoinflamatórios 

 

A seguir, na Tabela 6, estão os Genes relacionados ao desencadeamento de processos 

imunológicos e inflamatórios, assim como respostas antiinflamatórias, ligados ao processo de 

autofagia, ativação das células imunológicas e imunorregulação. 

 



4 Material e Métodos  32 

Tabela 6 - Genes relacionados a imuno inflamação 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

CYBA 

O 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 função antimicrobiana dos fagócitos. 

Citocromo b 

NCF1 

A proteína codificada por este gene é subunidade citosólica de 

NADPH oxidase de neutrófilos. Esta oxidase é uma enzima de 

múltiplos componentes que é ativada para produzir o ânion 

superóxido. 

Fator 1 citosólico de 

neutrófilo (NCF1) 

NCF2 

Este gene codifica o fator 2 citosólico de neutrófilos (subunidade 

citosólica do complexo de multiproteínas NADPH-oxidase). Esta 

oxidase produz uma explosão de superóxido que é entregue ao lúmen 

do fagossoma do neutrófilo. 

P67-PHOX 

Nfkb 

NF-kappa-B é um fator de transcrição pleiotrópico presente em quase 

todos os tipos de células e é o ponto de extremidade de uma série de 

eventos de transdução de sinal que são iniciados por uma vasta gama 

de estímulos relacionados com muitos processos biológicos, tais como 

inflamação, imunidade, diferenciação de células crescimento, 

tumorigênese e apoptose. 

Nfkb 

IL1A 

A proteína codificada por este gene é um membro da família das 

citocinas interleucina-1. Esta citocina é uma citocina pleiotrópica, 

envolvida em várias respostas imunitárias, processos inflamatórios e 

hematopoiese. 

IL1 a (Interleucina 1 

alfa) 

IL6 

Este gene codifica uma citocina que funciona na inflamação e na 

maturação de células B. Além disso, a proteína codificada foi mostrada 

para ser um pirogênio endógeno capaz de induzir febre em pessoas 

com doenças autoimunes ou infecções. 

IL6 (Interleucina 6) 

IL17A 

A proteína codificada por este gene é uma citocina pró-inflamatória 

produzida por células T ativadas. Esta citocina regula as atividades de 

proteínas quinases ativadas por mitógenos NF- kappa B. 

IL17 (Interleucina 

17) 

ICAM1 

Este gene codifica uma glicoproteína da superfície celular que é 

normalmente expresso em células endoteliais e células do sistema 

imune. 

ICAM (molécula de 

adesão intercelular) 

VCAM1 

Esta proteína de membrana do tipo I medeia a adesão de leucócitos e 

células endoteliais e a transdução de sinal. Pode desempenhar um 

papel no desenvolvimento da aterosclerose e artrite reumatoide. 

VCAM 

TNFA 

Este gene codifica uma citocina pró-inflamatória multifuncional que 

pertence à superfamília do fator de necrose tumoral (TNF). Esta 

citocina é secretada, principalmente, por macrófagos. 

TNF alfa 

CCl5 
As quimiocinas formam uma superfamília de proteínas envolvidas em 

processos inflamatórios e com função imunorreguladora. 

CCl5 (C-C motif 

chemokine ligand 5) 

IL17 A 
Interleucina 17A (IL17A) é uma citocina pró-inflamatória segregada 

por linfócitos T ativados. 

Interleukin 17 

receptor A 

continua 
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continuação 

Tabela 6 - Genes relacionados a imuno inflamação 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

TLR4 

A proteína codificada por este gene é um membro da família de 

receptores de tipo Toll (TLR), que desempenha um papel 

fundamental no reconhecimento do patógeno e ativação da 

imunidade inata. 

Toll like receptor 4 

TLR9 

Estudos indicam que este receptor medeia a resposta celular a 

dinucleotídeos CpG não metilados em DNA bacteriano para montar 

uma resposta imune inata. 

Toll like receptor 9 

CXCR3 

A ligação de quimiocinas à proteína codificada por este gene induz 

respostas celulares que estão envolvidas no tráfego de leucócitos, 

ativação de integrina, alterações do citoesqueleto e migração 

quimiotática. 

C-X-C motif 

chemokine receptor 

3 

IL10 

A proteína codificada por este gene é uma citocina produzida, 

principalmente, por monócitos e, em menor grau, pelos linfócitos. 

Esta citocina tem efeitos pleiotrópicos na imunorregulação e 

inflamação. 

Interleucina 10 

IL 4 

A proteína codificada por este gene é uma citocina pleiotrópica 

produzida por células T ativadas. Esta citocina é um ligante para o 

receptor de interleucina- 4. 

Interleucina 4 

TGFB1 

Este gene codifica um membro da família do fator de crescimento 

transformante beta (TGFB) de citocinas, que são peptídeos 

multifuncionais que regulam a proliferação, diferenciação, adesão, 

migração e outras funções em muitos tipos de células. 

Transforming 

growth factor beta 1 

TGFB2 
A proteína codificada é segregada e tem efeitos supressores de 

crescimento de células T dependente de interleucina-2. 

Transforming 

growth factor beta 2 

CSF1 
A proteína codificada por este gene é uma citocina que controla a 

produção, a diferenciação e a função dos macrófagos. 

colony stimulating 

factor 1 

NFKB 

O NFKB é um regulador de transcrição que é ativado por vários 

estímulos intra e extracelulares, tais como as citocinas, os radicais 

livres-oxidantes, irradiação ultravioleta e produtos bacterianos ou 

virais. 

Nuclear factor 

kappa B subunit 1 

FOXP3 
A proteína codificada por este gene é um membro da família 

forkhead de reguladores transcricionais. 
Forkhead box P3 

GATA-3 
É um importante regulador do desenvolvimento de células T e 

desempenha um papel crucial na biologia das células endoteliais. 

GATA binding 

protein 3 

TLR2 

A proteína codificada por este gene é um membro da família de 

receptores de tipo Toll (TLR), que desempenha um papel 

fundamental no reconhecimento do patógeno e ativação da 

imunidade inata. 

Toll like receptor 2 

Hsp60 

A proteína codificada por este gene é um membro da família de 

receptores de tipo Toll (TLR), que desempenha um papel fundamental 

no reconhecimento do patógeno e na ativação da imunidade inata. 

Heat shock protein 

family D (Hsp60) 

member 1 

continua 
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conclusão 

Tabela 6 - Genes relacionados a imuno inflamação 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

IL-13 
Este gene codifica uma citocina produzida principalmente por 

imunorregulação de células Th2 ativadas. 
Interleukin 13 

IL-5 

Este gene codifica uma citocina que atua como um fator de 

diferenciação e crescimento das células B e eosinófilos. A citocina 

codificada desempenha um papel importante na regulação da formação 

de eosinófilos, maturação, sobrevivência e recrutamento. O aumento 

da produção desta citocina pode ser relacionado com a patogênese de 

doenças inflamatórias dependentes de eosinófilos. 

Interleukin 5 

CCL2 MCP-1 
As quimiocinas são uma superfamília de proteínas envolvidas em 

processos inflamatórios e de imunorregulação. 

C-C motif chemokine 

ligand 2 

RORet e t-bet  RORet e t-bet 

IL-12 

A proteína codificada por esse gene é necessária à indução 

independente do IFN gama, sendo importante para a diferenciação da 

resposta Th1 e Th2. 

Interleukin 12ª 

IFN gama  IFN gama 

IL-1B 

Esta citocina é um importante mediador da resposta inflamatória e está 

envolvida numa variedade de atividades celulares, incluindo a 

proliferação celular, a diferenciação e a apoptose. 

Interleukin 1 beta 

MIP-1B; CCL4 
A proteína codificada é segregada e tem funções inflamatórias e 

quimiocinéticas. 

C-C motif chemokine 

ligand 4 

 

4.1.10.5 Genes relacionados aos processos de estresse do retículo e oxirredução 

 

A seguir, na Tabela 7, estão os Genes que estão relacionados ao processo de apoptose, 

estabilização e dobramento de outras proteínas, estresse do retículo endoplasmático e respostas 

de oxirredução celular. 
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Tabela 7 - Genes relacionados a oxirredução 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

EIF2AK3 
Tipo de proteína de membrana localizada no retículo endoplasmático a 

qual é induzida pelo estresse de RE. 
PERK 

ATF6 
Este gene codifica um fator de transcrição que ativa genes-alvo para a 

resposta durante o estresse de retículo endoplasmático. 
ATF6 

ERN1 

Esta proteína possui atividade de quinase e atividade de 

endorribonuclease, e é uma importante proteína com função de alterar a 

expressão gênica em resposta  ao estresse de RE. 

IRE1 

AMFR 
Ela catalisa a ubiquitinação e degradação de proteínas específicas 

associadas ao retículo endoplasmático. 
GP78 

HSP90B1 

Este gene codifica um membro de uma família de trifosfato de adenosina 

(ATP) – chaperonas moleculares com papéis na estabilização e 

dobramento de outras proteínas. 

GRP94 

XBP1 

Verificou-se que, após a acumulação de proteínas desdobradas no RE, o 

mRNA deste gene é processado para uma forma ativa por um 

mecanismo não convencional que é mediado pela enzima com função 

endonuclease Inositol-requiring protein 1 (IRE1). Tal mecanismo 

consiste na perda de 26 nt de mRNA (splicing),  resultando na isoforma 

XBP1 (S), que é o fator de transcrição funcionalmente ativo. 

XBP1 

P4HB 

Esta enzima é também um dissulfeto isomerase, contendo dois domínios 

de tiorredoxina que catalisam a formação, a ruptura e rearranjo de 

ligações dissulfeto. 

PDIA1 

CHOP-10 

Função gênica de codificação da proteína. A proteína está implicada na 

eritropoiese e a adipogênese é ativada pelo estresse de retículo 

endoplasmático. Promove a apoptose. 

DDIT3 

TXNRD1 

Este gene codifica um membro da família das piridinas nucleotídeos 

oxidorredutases. Esta proteína reduz a tiorredoxinas assim como outros 

substratos, e desempenha um papel no metabolismo de selênio e na 

proteção contra o estresse oxidativo. 

TRX1 

SOD1 

A proteína codificada por este gene se liga a íons de cobre e de zinco, e 

é uma das duas isoenzimas responsáveis pela destruição dos radicais 

superóxidos livres no corpo. 

SOD1 

ERO1B Codifica a isoforma 1 beta da oxidoredutase do retículo endoplasmático. ERO1B 

ERO1A Codifica a isoforma 1 alfa da oxidoredutase do retículo endoplasmático. ERO1A 

PDIA4 Proteína membra 4 da família das dissulfetos isomerases ERP72 

PRDX4 

A proteína codificada por este gene é uma enzima antioxidante 

localizada no citoplasma e pertence à família peroxiredoxina. O status 

reduzido dessa proteína é um índice de estresse de RE. 

PRXD4 

GPX7 Codificam proteínas que participam de vias de consumo de peróxido. GPX6]7 

GPX8 Codificam proteínas que participam de vias de consumo de peróxido. GPX8 

CALR 

Calreticulina é uma proteína multifuncional que atua como uma 

importante armazenadora de Ca (2 +) no lúmen do retículo 

endoplasmático. 

Calreticulina 

continua 
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continuação 

Tabela 7 - Genes relacionados a oxirredução 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

MAPK8 

A proteína codificada por este gene é um membro da família MAP 

quinase. MAP quinases atua como um ponto de integração para 

múltiplos sinais bioquímicos e estão envolvidos em uma ampla 

variedade de processos celulares, tais como a proliferação, 

diferenciação, desenvolvimento e regulação de transcrição. 

JNK 

BCL2 
Este gene codifica uma proteína integrante da membrana externa da 

mitocôndria que bloqueia a morte apoptótica de algumas células. 
Bcl-2 

ATF4 

A proteína codificada por este gene pertence a uma família de proteínas 

de ligação ao DNA que inclui a família de fatores de transcrição AP-1 e 

CREBS. 

ATF4 

CYBB 
Em modelos específicos, a proteína codificada por esse gene está 

implicada na resposta ao estresse oxidativo do RE. 
NOX2 

NOX4 

Este gene codifica um membro da família de enzimas NOX que funciona 

como a subunidade catalítica do complexo de NADPH-oxidase. A 

proteína codificada está localizada em células não fagocíticas que atua 

como um sensor de oxigênio e catalisa a redução de oxigênio molecular 

para várias espécies de oxigênio reativas (ROS). 

NOX4 

CANX 

Este gene codifica um membro da família das calnexinas as quais atuam 

como chaperonas moleculares. Pode, também, desempenhar um papel 

central no controle de qualidade do dobramento das proteínas por meio 

da retenção para posterior degradação dentro do ER de subunidades de 

proteínas incorretamente dobradas. 

Calnexina 

ERP44 A proteína codificada regula ativamente o transporte de íons de cálcio. PDI10 

ATG5 

A proteína codificada está envolvida em vários processos celulares, 

incluindo a formação de vesículas autofágicas, controle de qualidade 

após dano oxidativo mitocondrial, apoptose, entre outros. 

Atg5 

ADAM17 

Este gene codifica um membro do ADAM (uma desintegração e 

metaloprotease de domínio). Os membros desta família são proteínas 

ancoradas à membrana estruturalmente relacionados com desintegrinas 

de veneno de cobra e que têm sido implicadas numa variedade de 

processos biológicos envolvendo interações célula-célula e célula-

matriz. 

ADAM 

metallopeptidase 

domain 1 

PDIA3 

Este gene codifica uma proteína do retículo endoplasmático, que 

interage com a chaperonas de lectina e calreticulina calnexina para 

modular a dobragem das glicoproteínas sintetizadas de novo. 

Grp58 

HSPA5 

A proteína codificada por este gene é um membro da família de 70 

proteínas de choque térmico (HSP70). Ele está localizado no lúmen do 

RE, e está envolvido na dobragem e montagem de proteínas no RE. 

Grp78 ou heat shock 

protein family A 

(Hsp70) member 5 

TGM2 

As transglutaminases são enzimas que catalisam a reticulação de 

proteínas por meio de ligações glutamil-lisina isopeptídicas épsilon 

gama. Embora a estrutura primária de transglutaminases não seja 

conservada, todos eles têm a mesma sequência de aminoácidos nos seus 

sítios ativos e a sua atividade é dependente de cálcio. A proteína 

codificada por este gene atua como um monômero, é induzida por ácido 

retinoico, e parece estar envolvida em apoptose. 

Transglutaminase 2 

continua 
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conclusão 

Tabela 7 - Genes relacionados a oxirredução 

GENE FUNÇÃO PROTEÍNA 

HSPA5 

A proteína codificada por este gene é um membro da família de proteínas 

de choque térmico (HSP70). Ele está localizado no lúmen do RE e está 

envolvido no dobramento e na montagem de proteínas no RE. Uma vez 

que esta proteína interage com muitas proteínas de RE, pode 

desempenhar um papel-chave no transporte de proteínas de 

monitorização através da célula. 

HSPA5 

NOX3 

Estas enzimas têm a capacidade de geração de superóxido e outras 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e de transporte de elétrons através 

da membrana plasmática. 

NADPH oxidase 3 

NOX1 

Este gene codifica um membro da família de NADPH-oxidase de 

enzimas responsáveis pela transferência catalítica de um elétron de 

oxigênio para gerar superóxido ou peróxido de hidrogênio. 

NADPH oxidase 1 

NQ01 

Este gene é um membro da família da NADPH-desidrogenase de NAD 

e codifica uma redutase citoplasmática. Esta proteína de ligação ao FAD 

forma homodímeros e reduz quinonas em hidroquinonas. Esta atividade 

enzimática da proteína impede a redução de um elétron de quinonas que 

resulta na produção de espécies radicais. 

NAD(P)H quinone 

dehydrogenase 1 

TXNRD2 

Este gene codifica um membro da família de classe I piridina – 

oxidorredutase de nucleótidos dissulfureto. A proteína codificada é um 

flavoenzima contendo selenocisteína que mantém tiorredoxinas num 

estado reduzido, desempenhando, assim, um papel-chave na regulação 

do ambiente celular redox. 

Thioredoxin 

reductase 2 

TXNRD1 

Este gene codifica um membro da família de oxidorredutases piridina 

nucleótidos. Esta proteína reduz tiorredoxinas assim como outros 

substratos, e desempenha um papel no metabolismo de selênio e a 

proteção contra o estresse oxidativo. 

Thioredoxin 

reductase 1 

HSPA1A 

Este gene codifica uma proteína de choque térmico de 70 kDa. Em 

conjunto com outras proteínas de choque de calor, esta proteína 

estabiliza proteínas existentes contra agregação e medeia o enrolamento 

das proteínas recentemente traduzido no citosol e nas organelas. 

Heat shock protein 

family A (Hsp70) 

member 1A 

HSP90 

Este gene codifica um membro de uma família das chaperonas 

moleculares do metabolismo de trifosfato de adenosina (ATP), com 

funções de estabilização e dobragem de outras proteínas. A proteína 

codificada está localizada nos melanossomas e no retículo 

endoplasmático. 

Heat shock protein 

90 ou GRP94 

 

4.1.11 Análise estatística 

 

4.1.11.1 Dados clínicos e/ou obtidos em prontuário 

 

Todos os dados coletados foram organizados em uma planilha do Excel, para posterior 

análise. A análise descritiva foi apresentada como frequência e proporção. O teste de Shapiro-

Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram usados para determinar a normalidade da distribuição dos 
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dados e auxiliar na escolha do teste estatístico. Para se testar a diferença de proporções, foi 

utilizado o teste Exato de Fischer. Na presença de normalidade, a comparação entre duas médias 

foi realizada por meio do teste T independente e, na ausência de normalidade, foi adotado o 

teste Mann-Whitney. O programa SPSS (Chicago, EUA) foi utilizado para as análises 

estatísticas, considerando o nível de significância de 5% (p<0,05) como estatisticamente 

significativo. 

 

4.1.11.2 Avaliação genética – Protocolo I 

 

Para testar as diferenças significativas na expressão e modulação dos genes entre os 

grupos experimentais propostos, a análise univariada de variância One-way ANOVA foi 

utilizada, com valor de p≤0,05 e p≤0,01 no módulo Biological Variation Analysis (BVA) do 

software. 

Um limiar (threshold) para a razão de modulação da expressão gênica (fold) foi também 

estabelecido neste módulo: ± 1,3 vezes, ou seja, variação de +30% (upregulated) ou -30% 

(downregulated) na expressão para cada spot comparado. One-way ANOVA foi escolhido, pois 

é o mais adequado para avaliar quão distantes os componentes analisados estão quando 

comparados à variabilidade de observações individuais.  

Após este tratamento, para os spots que se apresentaram dentro dos limites estabelecidos 

acima, uma comparação pareada (pairwise) foi realizada entre os grupos experimentais 

utilizando-se o teste de comparações múltiplas de Tukey's. Sendo o teste One-way ANOVA 

significativo, o teste Tukey, que é teste baseado na diferença mínima significativa (DMS), é 

utilizado para avaliar toda e qualquer diferença entre duas médias de diferentes cenários 

biológicos. 

O software utilizado para análise estatística foi o GraphPad Prism 7.0 (GraphPa 

Software Inc., CA; USA). 

 

4.2 PROTOCOLO II: PROTOCOLO DE ESTUDO EM VALVAS PAREADAS 

 

Nessa etapa, focamos nossa análise em uma população única de pacientes nos quais foi 

realizada a substituição simultânea das válvulas mitral e aórtica. Simultaneamente, 

investigamos válvulas mitral e aórtica de controle, obtidas dos mesmos corações, de pacientes 

submetidos a transplante cardíaco por causas independentes da doença valvar cardíaca. Dessa 

forma, pudemos comparar as válvulas mitral e aórtica, tanto dentro dos grupos de controle 
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quanto dos pacientes com doença valvar reumática avançada, além de comparar controle versus 

CRC. O fato de as válvulas cardíacas terem sido obtidas dos mesmos pacientes reduz, 

significativamente, a variabilidade entre pacientes e nos proporcionou uma visão mais 

aprofundada sobre alguns mecanismos patofisiológicos moleculares associados à CRC. 

 

4.2.1 Coleta de valvas 

 

4.2.1.1 Coleta de Tecido Humano (Protocolo II) 

 

No total, 26 válvulas cardíacas (VC) foram utilizadas no estudo proteômico (Protocolo 

II e III). As valvas coletadas, após sua excisão no ato cirúrgico, em tubos de poliestireno com 

tampa de rosca (cry.S, Greiner Bio-one), preservadas em recipiente com gelo e encaminhadas 

para armazenamento após congelamento imediato com nitrogênio líquido a menos oitenta graus 

no LIM 64. 

O laboratório mantém registros eletrônicos dos materiais recebidos, com identificação 

de sua origem, número de registro no HC, dados clínicos e laboratoriais. 

Folhetos mitrais e aórticos foram obtidos em cirurgias de substituição de válvulas 

cardíacas devido à estenose grave ou lesão valvar múltipla (protocolo de aprovação do Comitê 

de Ética Institucional do Instituto do Coração-HC-FMUSP número: 69241117.0.0000.0068). 

Foi obtido consentimento informado por escrito. 

A coleta de válvulas para o grupo de doença cardíaca reumática dos Protocolos II e III 

foi realizada no bloco cirúrgico do Instituto do Coração. Critérios de inclusão de doadores 

cirúrgicos: pacientes com doença valvar mitroaórtica combinada sintomática, doença valvar 

cardíaca sintomática, acompanhados em um departamento especializado em doenças valvares, 

com indicação médica para substituição de ambas as válvulas. Sete pacientes foram 

selecionados para compor o grupo. Três válvulas mitrais e três válvulas aórticas foram coletadas 

de pacientes transplantados cardíacos sem evidência de doença valvar, conforme demonstrado 

por ecocardiografia. Após a remoção cirúrgica da válvula, o tecido foi preparado para o 

protocolo laboratorial (Laboratório de Biologia Vascular/LIM 64). O tempo máximo entre a 

remoção intra cirúrgica da válvula e o congelamento foi de trinta minutos. As válvulas foram 

armazenadas e congeladas a -80°C até a extração proteômica. 
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4.2.1.2 Grupo-controle (Protocolo II) 

 

Para compor o grupo de valvas controle (MV e AOV), foram escolhidos 6 pacientes em 

fila de transplante acompanhados há mais de 5 anos em ambulatório especializado pela equipe 

de transplante cardíaco do Incor. 

Todos os pacientes tinham cardiomiopatia dilatada com anatomia cardíaca amplamente 

estudada por exames de imagem registrando normalidade das valvas cardíacas sob os aspectos 

funcionais e morfológicos. 

 

4.2.1.3 Método de análise de proteínas globais (proteômica) por espectrometria de massas 

(Protocolo II) 

 

O perfil proteômico de 14 válvulas de controle e 14 válvulas reumáticas foi avaliado de 

forma abrangente. Usando execuções de aquisição dependente de dados (DDA), um total de 

1.202 proteínas foram identificadas e quantificadas a partir de mapas do Uniprot. Dentre essas, 

393 proteínas foram consistentemente quantificadas em todas as amostras (controle e 

reumáticas) com FDR <0,01. Todas as execuções foram realizadas em duplicata, com uma 

correlação de 0,75 entre elas, indicando reprodutibilidade adequada. 

 

4.2.1.4 Análise proteômica untargeted 

 

A análise cromatográfica e de espectrometria de massas foi realizada como descrito 

em25,26, com adaptações descritas resumidamente a seguir. 

 

• Extração de proteínas para análise por espectrometria de massas: 

Cada valva foi descongelada, as regiões com características morfológicas de músculo 

foram removidas e o tecido foi dividido em quatro alíquotas equivalentes. Uma das alíquotas 

foi cortada em fragmentos de, aproximadamente, 1x1mm, congelada em nitrogênio líquido e 

macerada em cadinho. O macerado foi pesado em balança de precisão em subalíquotas de 

200µg, sendo uma delas destinada à proteômica e a outra reservada como backup técnico. Esta 

alíquota analítica foi submetida ao processo de lise celular por aquecimento (80oC/10min) e 

choque com partículas de sílica no sistema FastPrep, em tampão contendo ácido cacodílico 

10%. Os extratos foram submetidos à substituição de tampão (por ureia 8mol/L, TEAB 

0,02mol/L pH 8,5), redução (DTT 0,1mol/L), alquilação (iodoacetamida 0,05mol/L) e digestão 



4 Material e Métodos  41 

(tripsina 1:100 em TEAB 0,02mol/L, pH 7,9 por 9h). Os peptídeos obtidos foram dessalinizados 

em micro-colunas C-18 home-made e quantificados usando-se o sistema Qubit. 

 

• Fracionamento de proteínas por cromatografia líquida: 

Os peptídeos obtidos foram injetados em sistema cromatográfico (Dionex Ultimate 3000 

RSLCnano UPLC, Thermo, USA), configurado com coluna de aprisionamento (trap column) 

de 3cm x 100µm contendo partículas de C18 5µm, 120Å (ReprosilPur, Dr. Maich GmbH), 

conectada em série à coluna analítica de 24cm x 75µm contendo partículas de C18 3µm, 120Å 

(ReprosilPur, Dr. Maich GmbH). As amostras foram injetadas de forma a se obter 1µg na 

coluna, submetidas a gradiente linear de eluição entre solventes A (ácido fórmico 0,1%, 

acetonitrila 2% em água) e B (ácido fórmico 0,1%, acetonitrila 80% em água) de 12,8% B a 

42,3% B durante 155 min. 

 

4.2.1.5 Protocolo para análise por LC MS/MS 

 

As frações separadas no sistema cromatográfico foram eluídas diretamente na fonte de 

ionização de um espectrômetro de massas Orbitrap Elite (Thermo, USA), configurado para 

operar em modo DDA (Data Dependent Acquisition), sendo que os espectros de íons 

precursores (MS1) foram adquiridos no analisador Orbitrap, com resolução de 120000 e faixa 

de m/z entre 300 e 1650. Os 15 íons mais intensos, acima do limite de intensidade de 3000, 

foram conduzidos à câmara de fragmentação por HCD e os respectivos fragmentos foram 

analisados também no analisador Orbitrap, gerando espectros de MS2 com resolução de 

1500027,28. A reanálise de íons já fragmentados foi inibida por exclusão dinâmica29, 

favorecendo a identificação de peptídeos menos abundantes. 

 

4.2.1.6 Tratamento e integração de dados 

 

• Processamento de dados proteômicos: 

Os espectros obtidos foram, inicialmente, analisados de forma qualitativa, permitindo a 

identificação do conjunto total de proteínas detectáveis nas amostras. A seguir, foi realizada, 

também, a análise quantitativa, de forma a se identificar quais proteínas apresentaram 

abundância relativa significativamente diferente entre as condições experimentais. Os métodos 

utilizados, de forma geral, seguem a estratégia descrita em Siasus et al. e Vringer & Tait30,31, 

com adaptações detalhadas a seguir. 
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• Procedimento para análise qualitativa do experimento: 

O conjunto completo de espectros foi analisado utilizando-se o software Peaks versão 

7.0 (BSI, USA), para busca nos bancos de dados obtidos do repositório Uniprot em maio de 

2021, filtrados para a espécie Homo sapiens, tax. ID 9606, submetidos à remoção de sequências 

redundantes32 utilizando-se o software FASTA tools (http://lbqp.unb.br/LBQPtools/) e, ainda, 

filtrado para a opção de um gene por proteína compatível com o proteoma de referência do 

banco. A busca foi realizada com base em sequenciamento de novo e em PSM, com tolerância 

para a massa do precursor de 10ppm, e dos fragmentos de 0,05Da, tolerância de até 2 clivagens 

perdidas, carbamidometilação de cisteínas como modificação fixa e oxidação de metionina 

como modificação variável. Além disso, foram ativados os módulos de busca por modificações 

do banco Unimod com base em padrões de fragmentação, bem como busca de mutações 

pontuais33. 

 

4.2.2 Análise estatística 

 

Os espectros foram analisados com auxílio do programa Progenesis QI for Proteomics 

(Waters, USA)34, com o qual foi realizado o alinhamento dos cromatogramas, a quantificação 

por área dos picos extraídos (XIC – Extracted Ion Chromatogram), normalização e                     

análise estatística (ANOVA) dos eventos de MS1. Os eventos significativamente diferentes        

(p-valor < 0,05) tiveram seus espectros de MS2 submetidos à identificação utilizando-se o 

programa Peaks, com os mesmos parâmetros descritos no tópico anterior. Após a inferência de 

proteínas, a quantificação foi refinada considerando a média dos peptídeos atribuídos a cada 

proteína e foi realizada a análise estatística em nível de proteínas, sendo consideradas reguladas 

as proteínas que apresentaram ANOVA p-valor < 0,05. Nas análises univariadas, se 

consideraram de potencial importância clínica aquelas proteínas com ANOVA p<0,05 e fold 

change de 1,2 para as análises entre os grupos reumáticos e controle assim como um fold change 

de 1,1 para as comparações entre valvas controles entre si e valvas reumáticas entre si. Tais 

proteínas foram submetidas à análise multivariada de PCA e agrupamento em clusters de acordo 

com os perfis de abundância relativa. Após a quantificação e identificação utilizando os 

programas Progenesis e Peaks, todas as análises foram realizadas usando-se a identificação com 

um ou mais peptídeos e FDR ≤ 0,01.  

Uma segunda etapa foi realizada utilizando-se a plataforma MetaboAnalyst35, contendo 

os testes post-hoc para definição das condições em que cada proteína se encontra 

significativamente regulada. Foi também incrementada a análise multivariada de forma a se 
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obterem  pela análise discriminante de mínimos quadrados parciais supervisionada esparsa 

(sPLS-DA) como forma de aprimorar, em relação à análise de PCA, a detecção de grupos de 

proteínas diferencialmente abundantes36. Foram, também, gerados gráficos de correlações entre 

as proteínas, resultados que que podem ser integrados aos agrupamentos por vias ou por 

interações descritos abaixo. Após as correções estatísticas, foi gerado novo mapa de correlação 

entre condições por perfis de abundância para as principais proteínas apontadas pela nova 

análise, limitada pelo número de proteínas que permitiu o agrupamento das condições 

experimentais. 

 

4.2.3 Identificação de proteínas 

 

Os identificadores Uniprot ID foram utilizados no site uniprot.org para obtenção de 

sequências e de anotações de cada proteína. A seguir, os mesmos identificadores foram 

utilizados nas plataformas G-Profiler e string-db.org para agrupamento de proteínas em função 

de termos GO, interações e participação em vias, com suas respectivas estatísticas de 

enriquecimento. A partir da relação de termos GO enriquecidos obtida na plataforma String, foi 

elaborado um novo nível de agrupamento semântico para tais termos, utilizando o sistema 

ReviGO. Dessa forma, é possível identificar vias funcionais relacionadas a essas proteínas. 

 

4.3 PROTOCOLO III: MICRODISSECÇÃO A LASER E PROCESSAMENTO 

BIOQUÍMICO DOS TECIDOS 

 

Os tecidos foram seccionados, montados em lâminas com membranas de polietileno 

naftalato, corados com Vermelho do Congo e microdissecados a laser em um microscópio Leica 

LMD6 (Wetzlar, Alemanha). Os fragmentos obtidos foram armazenados em água e, 

imediatamente, congelados a -80°C. No momento da extração das proteínas, os fragmentos 

microdissecados foram sedimentados por meio de centrifugação a 15.300 × g a 4°C por 15 min. 

Após a remoção da água, foram adicionados 50 µL de tampão de descelularização (PBS com 

0,5% de Triton X-100 e 20 mM NH4OH), seguido por incubação no equipamento Thermomixer 

C (Epperdorf, Hamburgo, Alemanha) por 10 min a 37°C e agitação a 750rpm. A seguir, o 

sobrenadante foi transferido para tubos Eppendorf Protein lowbind de 0,5mL (fração celular) e 

adicionados 10µL do tampão de neutralização da fração celular (DTT 0,5M, TEAB 1 M). O 

pellet contendo os cortes foi, então, ressuspenso em 50 µL de tampão de lise da matriz (N-

dodecil β-D-maltosideo 0,05%, TEAB 0,5 M e DTT 0,25 M). Ambas as frações foram 
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incubadas por 10 min a 95°C sob agitação de 1400rpm. Em seguida, as frações contendo os 

cortes foram sonicadas no equipamento Bioruptor (Diagenode, Seraing, Bélgica) à potência 

média em 3 ciclos de 15s com 30s de intervalo. Um novo ciclo de incubação foi conduzido no 

equipamento Thermomixer (10 min, 95°C e agitação de 1400rpm). Seguiu-se a adição do 

tampão de desnaturação e alquilação (30µL para a fração celular e 50µL para a fração de matriz; 

ureia 8M, iodoacetamida 25mM em TEAB 50mM). Uma nova incubação foi realizada no 

equipamento Thermomixer a 21°C, sob agitação de 1400rpm e com proteção da luz por 30min. 

Foram, então, adicionados 20µL da suspensão de Seramag (20mg/mL) em tubos LowBind de 

1,5mL. Os conteúdos dos tubos de 0,5mL foram transferidos para tubos de 1,5mL e 

homogeneizados por inversão. Adicionamos, a seguir, 400µL de acetona, seguido de 

homogeneização. Os tubos foram mantidos em freezer a -30°C overnight.  

Na segunda etapa, conduzida no dia posterior, foi realizada uma nova centrifugação a 

20800 × g, a 4°C por 10min. Os tubos foram colocados em uma rack magnética e o 

sobrenadante removido. Os tubos foram submetidos a dois ciclos de lavagem com 500µL de 

etanol 80%, sem ressuspensão dos pellets magnéticos. Após a última lavagem, foram 

adicionados 80µL de tampão de digestão (bicarbonato de amônio 50mM com 0,025% de N-

dodecil β-D-maltosideo. Foram, então, adicionados 2µL de rLysC 0,2µg/mL e seguiu-se a 

incubação por 2h a 37°C, sob agitação de 700rpm. Após adição de 5µL de tripsina 0,2 µg/mL, 

foi realizada uma nova incubação por 16h, a 37°C e sob agitação de 700 rpm.  

Na terceira etapa, realizada no dia seguinte, os tubos foram acidificados com 5µL de 

TFA 10% e os sobrenadantes diretamente transferidos para placas Oasis µElution (Waters, 

Milford, Estados Unidos) pré-condicionadas com 200µL de acetonitrila e 200µL de TFA 0,1%. 

Os poços de SPE (solid phase extraction) foram lavados com 800µL de TFA 0,1%, seguidos 

de 200µL de H2O milliQ, e eluídos em uma placa Protein LowBind com 30µL de acetonitrila 

70%. Os eluatos foram secos em speed-vac e ressuspensos em 15µL de acetonitrila 15% e TFA 

0,5% por meio de incubação no Thermomixer por 10min com agitação a 600rpm, e diluídos 

com a adição de 35µL de água. 

 

4.3.1 Análise proteômica 

 

Os extratos obtidos foram injetados no sistema de NanoUltimate acoplado ao 

espectrômetro de massas de alta resolução do tipo híbrido quadrupolo-orbitrap Exploris240 

(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). O sistema de nanocromatografia conta com 

uma coluna de captura Acclaim PepMap100 C18 5µm, 100Å 300µm x 3mm (Thermo Fisher 
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Scientific, San Jose, Estados Unidos) e uma coluna analítica de fase reversa Aurora Elite TS 

C18 1,7µm, 120Å, 15cm x 75µm (IonOptiks, Fitzroy, Austrália) mantida a 40°C. A captura e 

dessalinização dos peptídeos foi realizada em 2min com um fluxo de 50µL/min de TFA 0,1%. 

A separação na coluna analítica foi obtida com um gradiente binário de acetonitrila contendo 

1% de DMSO e 0,1% de ácido fórmico (fase móvel B) em água contendo 1% de DMSO e 0,1% 

de ácido fórmico (fase móvel B). O fluxo foi de 0,4µL/min e a concentração de B foi mantida 

inicialmente em 5% por 1min e, a seguir, elevada para 30% em 29min, de 30 a 50% em 5min, 

elevada para 90% em 1min, mantida nessa condição por 2min. A aquisição dos dados foi feita 

no modo Data Independant Aquisition (DIA). A resolução em MS1 foi 60.000 a 200m/z e o 

intervalo de m/z adquirido foi de 300 a 1200. Os espectros de dissociação foram obtidos a partir 

da seleção de janelas de 25m/z com overlap de 2m/z no intervalo de 310 a 1010m/z a uma 

resolução ajustada para 15.000 a 200m/z. Os dados brutos foram preliminarmente avaliados 

pelo software DIANN versão 18.1 (https://www.nature.com/articles/s41592-019-0638-x) no 

modo library-free (biblioteca espectral gerada a partir dos dados brutos e biblioteca FASTA 

Uniprot reviewed baixada em 13/10/2023). No primeiro ciclo, foram determinadas as correntes 

iônicas e intensidades obtidas pela injeção de 1µL de extrato. Uma nova análise foi realizada 

ajustando os volumes de forma a equalizar a concentração dos extratos trípticos. A segunda 

análise foi também processada pelo DIANN e o arquivo de saída obtido foi analisado pelo 

pipeline estatístico MS-DAP (https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jproteome.2c00513) no R. 

 

 

 

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jproteome.2c00513
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5 RESULTADOS  

 

5.1 PROTOCOLO I – ESTUDO COM VALVAS NÃO PAREADAS 

 

Inicialmente, foi realizado um experimento com as valvas mitrais reumáticas e aórticas 

reumáticas para avaliar se, geneticamente, haveria diferenças entre esses grupos quanto à 

expressão de genes relacionados às principais características fenotípicas apresentadas pelas 

valvas em vigência da doença (imunoinflamação, fibrose e calcificação). Experimentos para 

análise fenotípica das valvas e, em seguida, análise genética foram realizados. 

 

5.1.1 Avaliação clínica e ecocardiográfica 

 

Nas Tabelas 8 e 9, as características clínicas e ecocardiográficas do RAOV e RMV 

(Protocolo I). 

 

Tabela 8 - Dados clínicos doença cardíaca reumática 

Doença Cardíaca Reumática 

Controle Aórtico/Mitral Aórtico Mitral p-value** 

Pacientes 3 (50% M)    

Doença valvar     

Sexo masculino 50% 42% 42%  

Total (n) 4 4 4  

Idade (anos) 35 ± 5 47±7 0,0009 

  39 ± 10 59 ± 3  

ECO-FEVE (%)* - 62 ± 7 60 ± 10 0,000 

Lesão celular  100% dupla lesão  

NYHA II-III * - 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 fração de ejeção; 

** teste t de Student 

DDVE: Classificação New York Heart Association; DSVE: diâmetro diastólico do ventrículo 

esquerdo. 

Legenda: Análise clínica dos grupos com relação à idade, sexo, classe funcional pelo New 

York Heart Association (NYHA), lesão valvar predominante, tempo de doença, integridade 

da função cardíaca pelo ecocardiograma (fração de ejeção – FEVE) e diâmetros ventriculares 
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Tabela 9 - Quantificação da calcificação protocolo I 

Angiotomografia Pré-Operatória 

Grupos Cálcio mitral Cálcio aórtico Cálcio coronariano 

Mitral Reumático 8 3 3 

Aórtico Reumático 3 6 6 

 

Intensidade da Calcificação 

 
3 = leve           6 = moderada            9 = intensa 

Fonte: Produção da autora (2024) 

Nota: Análise qualitativa da calcificação valvar. 

 

5.1.2 Análise de calcificação por meio de angiotomografia computadorizada valvar 

 

A intensidade de cálcio nas amostras obtidas por dados de angiotomografia gateada em 

tomógrafo de 320 canais foi identificada e atribuída uma graduação numérica com a finalidade 

de quantificar o cálcio por meio de imagens. A pontuação 9 caracteriza calcificação intensa de 

todas as cúspides, 6 calcificação valvar moderada e 3 calcificação leve das valvas. 

A valvopatia mitral reumática predominante se mostrou mais intensamente calcificada, 

em relação às valvas aórticas ou ao cálcio coronariano. 

Na valvopatia aórtica reumática predominante, o cálcio aórtico demonstrou uma 

calcificação moderada (em comparação com o predominantemente mitral) e moderado 

acometimento coronariano calcífico. 

 

5.1.3 Histopatologia 

 

O estudo histopatológico foi realizado no serviço de patologia do Instituto do Coração-

HCFMUSP pelo mesmo patologista. Todas as valvas mitrais reumáticas e aórticas reumáticas 

tiveram seu diagnóstico patológico compatível com sequelas de febre reumática. As valvas do 

grupo-controle obtiveram o diagnóstico de valvas saudáveis. 
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Foi observado que as valvas mitrais do grupo reumático apresentavam processo 

inflamatório e de reparação, ou seja, fibrose, mais intenso que o grupo aórtico. 

 

Figura 3 - Valvas reumáticas - Protocolo I 

Calcificação Fibrose Perivascular 

  
Inflamação 

Fonte: Produção da autora (2024). 
 

A análise fenotípica quanto a parâmetros clínicos e ecocardiográficos, análise da 

quantificação da calcificação por angiotomografia de amostras mitrais reumáticas e aórticas, e 

análise histopatológica sugerem que, de fato, a calcificação, imunoinflamação e fibrose são 

mais exuberantes nas valvas mitrais reumáticas em comparação à aórtica reumática. Dessa 

forma, foi, então, realizada a análise genética desse grupo em busca de padrões que definem 

essas diferenças. 

Assinaturas genômicas direcionadas a genes de interesse destacam possível evolução 

específica das válvulas na CRC. 

Para obter insights sobre possíveis características intrínsecas dos processos avançados 

da doença reumática, inicialmente, conduzimos uma triagem transcricional direcionada 

exploratória das válvulas mitral (MV) e aórtica (AOV) coletadas de diferentes pacientes durante 

a substituição cirúrgica, e as comparamos com nossas amostras-controle, pareadas por idade e 

coletadas em autópsia, assim como com amostras de pacientes com doenças valvares de outras 

origens (ver métodos). A investigação incluiu 84 genes selecionados em quatro processos 

biológicos que caracterizam a doença valvar em geral (calcificação, fibrose, inflamação 

imunológica e estresse redox/retículo endoplasmático) (Tabelas 3-7). 

 

 



5 Resultados  50 

5.1.4 Análise genética do Grupo-controle ( MV e AOV) - Protocolo I 

 

Inicialmente foi realizado a análise do grupo-controle a fim de elucidar se haveria 

diferença de padrão da expressão dos genes possivelmente relacionados às alterações 

fenotípicas sugeridas nos experimentos anteriores entre os grupos reumáticos  mitral e aórtica. 

A análise dos valores absolutos das expressões dos principais genes relacionados aos 

processos de fibrose, calcificação, imunoinflamação e estresse do retículo sugere que a 

expressão desses genes são quantitativamente equivalentes não havendo diferença de expressão 

significativa entre os subgrupos mitral e aórtico controle do Protocolo I (Figura 4). 

 

Figura 4 - Protocolo I: Análise genética de AOV E MV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Análise genética do controle. A análise gênica representa a quantificação da expressão de alguns genes 

dos 94 analisados das amostras normais obtidas do SVO-FMUSP. A expressão gênica das valvas mitrais está em 

azul e as aórticas, em vermelho. 

 

5.1.5 Análise genética RAOV e RMV (Protocolo I) 

 

Foi, então, realizada a análise do padrão genético das valvas doentes em comparação 

com as valvas sem evidência de patologia do grupo-controle. 

Observam-se padrões distintos de alguns dos genes relacionados ao processo de 

imunoinflamação e calcificação entre as valvas mitral reumática e aórtica reumática (Figura 5). 
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Figura 5 - Protocolo I: Análise genética RAOV vs AOV e RMV vs MV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Nota: (A) Calcificação, (B) Fibrose, (C) Imunoinflamação e (D) Processos redox. N=8. 

Legenda: Análise genômica de válvulas do protocolo I comparando válvulas cardíacas reumáticas vs. controles. 

Representação gráfica das mudanças de expressão gênica em RAOV vs. AOV e RMV vs. MV. 

 

Para complementar a avaliação anterior, realizou-se a análise separada de uma amostra 

de valva aórtica e mitral retirada do mesmo indivíduo submetido à dupla troca mitroaórtica e, 

portanto, com mesmo tempo de doença dentre outros fatores epigenéticos e mesma carga 

genética. 

Embora os genes relacionados ao processo de calcificação tenham apresentado aumento 

(vs. controle) tanto na RMV quanto na RAOV, 5 (de 8) tiveram maior expressão na RMV vs. 

RAOV (Figura 5A). Vinte e dois (22) (de 27) genes inflamatórios-imunológicos exibiram maior 

expressão na RMV vs. RAOV (Figura 5C). Tanto a RMV quanto a RAOV apresentaram 

assinaturas gênicas consistentes de processos relacionados ao redox e à fibrose [vs. controle] 

(Figura 5B-D). A descoberta de genes mais expressos de inflamação e calcificação na RMV vs. 

RAOV, incluindo um conjunto comparativo do mesmo paciente (Figura 6), destaca possíveis 

fatores específicos da válvula envolvidos na evolução da DRC. Embora esse conjunto de dados 

exploratório apresente limitações intrínsecas devido ao tamanho da amostra e à escolha 

arbitrária dos genes, esses resultados motivou a coleta de amostras para análise proteômica de 

pacientes submetidos à substituição dupla de MV e AOV, minimizando as diferenças genéticas 

e os perfis da doença entre os indivíduos. 
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Figura 6 - Protocolo I: Análise genética de valvas reumáticas obtidas do mesmo paciente 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Nota: Valva aórtica (representada em vermelho) e mitral (representada em azul) retirada do mesmo paciente 

reumático em mesmo momento cirúrgico evidenciando assinatura imunoinflamatória maior em valva mitral. 

Legenda: Representação quantitativa dada em medidas de fold-change da expressão de genes ligados ao 
processo de imunoinflamação da valva mitral e aórtica comparados ao MRV e AOV (Protocolo I) 

 

5.2 PROTOCOLO II – ESTUDO COM VALVAS PAREADAS 

 

O estudo do padrão genético da doença mitral evidenciou não só padrões de 

imunoinflamação, fibrose, calcificação além de oxirredução maior nas valvas reumáticas assim 

como sugerem padrões diferentes quanto à valva acometida mitral ou aórtica. Entretanto, uma 

limitação do estudo foi a variabilidade genética inerente entre indivíduos que compuseram o 

experimento além do direcionamento da análise genética para genes sabidamente envolvidos 

em vários processos de doença que culminam com fibrose, calcificação imunoinflamação e 

reações de oxirredução. 

Foi, então, realizado o experimento da análise global e em larga escala dos Proteomas, 

que são o conjunto de proteínas e suas isoformas expressas em uma amostra biológica com 

valvas pareadas obtidas do mesmo paciente com mesmo tempo de doença e mesma epigenética. 
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5.2.1 Avaliação clínica e ecocardiográfica 

 

As características clínicas (Tabela 10) e ecocardiográficas (Tabela 11) dos pacientes 

mitroaórticos com doença cardíaca valvar reumática (RMV e RAOV) e o controle (MV e 

AOV). 

 

Tabela 10 -  Características clínicas Protocolo II. 

Características 
Grupo-controle 

(N=6; 46,16%) 

Doença reumática 

(N=7; 53, 84%) 
p 

Idade 43,50 ± 7,17 59,43 ± 7,25 0,002 * 

IMC 27,83 ± 7,70 26,00 ± 3,69 0,586 ° 

Gênero     0,592 ** 

   Feminino 2 (33,30%) 4 (57,10%)  

   Masculino 4 (66,70%) 3 (42,90%)  

Classificação NYHA (%)     0,029 ** 

  II e III  1 (16,70%) 6 (85,70%)  

  IV 5 (83,30%) 1 (14,30%)  

Antecedentes    

  HAS 3 (50,00%) 4 (57,10%) 1,000 ** 

  DM 0 (00,00%) 1 (14,30%) 1,000 ** 

  DLP 3 (50,00%) 4 (57,10%) 1,000 ** 

  Tabagismo 2 (33,30%) 2 (28,60%) 1,000 ** 

  IAM 1 (13,30%) 0 (00,00%) 0,462 ** 

  AVE 1 (16,70%) 1 (14,30%) 1,000 ** 

  Fibrilação atrial 3 (50,00%) 5 (71,40%) 0,592 ** 

*Test T independente; **Teste exato de Fischer; 

Mann-Whitney; p < 0,05: significância estatística; 

IMC: índice de massa corporal; NYHA: New York Heart Association; HAS: hipertensão arterial sistêmica; DM: 

diabetes mellitus; DLP: dislipidemia; IAM: infarto do miocárdio; AVE: acidente vascular encefálico; PSAP 

(mmhg): pressão da artéria pulmonar; ECO-FEVE (%): fração de ejeção do ventrículo esquerdo; ECO-MASSA 

VE (g/m2): massa de ventrículo esquerdo; DDVE (mm): diâmetro diastólico de ventrículo esquerdo; DSVE (mm): 

diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo; IECA: enzima conversora de angiotensina; BRA: bloqueadores de 

receptores da angiotensina. 

Legenda: Características clínicas dos pacientes com doença crônica reumática e controles.  Os pacientes do grupo 

de estudo eram mais velhos e estavam em classe funcional (NYHA) menor quando comparados ao grupo controle. 
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Tabela 11 - Características ecocardiográficas Protocolo II 

Variáveis M ± DP 

  AVAO (cm2) 0,92 ± 0,13 

  AVMI (cm2) 1,14 ± 0,37 

  GRDMT MAX (mmhg) 20,86 ± 7,29 

  GRDMIT MED (mmhg) 10,43 ± 4,68 

  GRDAOMX (mmhg) 65,71 ± 17,10 

  GRDAO MED (mmhg) 40,57 ± 11,47 

LVM – Estenose  

  Normal 0 (00,00%) 

  Leve/Discreto 1 (16,70%) 

  Moderado 1 (16,70%) 

  Importante 4 (67,70%) 

LVM-Insuficiência  

  Normal 0 (00,00%) 

  Leve/Discreto 2 (33,30%) 

  Moderado 2 (33,30%) 

  Importante 2 (33,30%) 

LVA – Estenose  

  Normal 0 (00,00%) 

  Leve/Discreto 0 (00,00%) 

  Moderado 2 (16,70%) 

  Importante 5 (83,30%) 

LVA – Insuficiente  

  Normal 0 (00,00%) 

  Leve/Discreto 0 (00,00%) 

  Moderado 2 (33,30%) 

  Importante 4 (67,70%) 

M: média; DP: desvio padrão; AVAO: área valvar aórtica; AVMI 

(cm2): área valvar mitral; GRDMT MAX (mmhg): Gradiente mitral 

máximo; GRDMIT MED (mmhg); gradiente mitral médio; 

GRDAOMX (mmhg): gradiente aórtico máximo; GRDAO MED 

(mmhg): gradiente aórtico médio; LVM: lesão valvar mitral; LVA: 

lesão valvar da aórtica. 

Legenda: Características da lesão valvar mitral e da aórtica de 

pacientes RMV E AOV (n=6) do Protocolo II. No grupo estudado, 

há predominância de dupla lesão valvar mitral com predominância 

do tipo estenose e, na valva aórtica, dupla lesão com predominância 

de insuficiência. 
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5.2.2 Extração proteica das valvas mitrais e aórticas reumáticas e valvas controles 

 

O processo de extração de proteínas forneceu um rendimento que não variou 

significativamente em função da origem do material: controles (MV E AOV) e pacientes com 

doença reumática cardíaca (RMV E RAOV). Entre as condições analisadas (ANOVA p-

valor<0,05), foram encontradas 393 proteínas reguladas. Dessas proteínas reguladas, foram 

consideradas para análise em banco de dados de interações proteína-proteína conhecidas e 

previstas aquelas com fold change maior que 20%, ou seja, 1,2. As interações incluem 

associações diretas (físicas) e indiretas (funcionais); eles decorrem da previsão computacional, 

da transferência de conhecimento entre organismos e de interações agregadas de outros bancos 

de dados (primários). 

 

5.2.3 Perfil proteômico global de MV e AOV do mesmo indivíduo de controles normais 

e pacientes com CRC 

 

Inicialmente, foi realizada uma análise multivariada para identificar padrões 

proteômicos gerais nos grupos estudados e seu modo de agrupamento. Tal análise destacou 

diferenças significativas na expressão de proteínas entre os grupos (Figura 7A). As válvulas 

reumáticas exibiram padrões de expressão distintos em comparação com os controles normais 

(Figura 7A), bem como, diferenças entre válvulas mitrais e aórticas (Figura 7A). Cinquenta 

proteínas foram identificadas como as mais significativas para diferenciar os quatro grupos 

estudados entre MV e AOV reumáticas e não doentes (Figura 7B). Os resultados dessa análise 

multivariada mostraram uma segregação estatisticamente significativa dos padrões proteicos 

entre válvulas normais e doentes. Os processos biológicos relacionados incluem respostas a 

estímulos ou estresse (Figura 8A). As principais localizações celulares foram: matriz 

extracelular, vesículas e exossomos (Figura 8B). 

Assim, a análise multivariada indica que as válvulas podem ser diferenciadas com base 

em seus padrões únicos de expressão proteica, não apenas comparando válvulas saudáveis 

versus doentes, mas, também, MV versus AOV. Para fins didáticos, os resultados subsequentes 

serão descritos primeiro como comparações entre MV versus AOV, seja em controles seja em 

pacientes reumáticos. Em segundo lugar, abordaremos as diferenças específicas entre amostras 

de controle e CRC. 
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Figura 7 - Protocolo II: Análise multivariada entre os grupos estudados 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Análise multivariada DDA-MS de válvulas de todos os grupos. (A) Análise de componentes principais 

de todos os pacientes com Doença Valvular Reumática e controles. Há diferenças nos padrões proteômicos tanto 

em relação à válvula afetada quanto ao processo da doença. (B) Clusterização hierárquica não supervisionada das 

50 proteínas mais variáveis. Mapa de calor colorido mostra as amostras por cor: RMV (azul), AoV (vermelho), 

MV (verde), RAOV (azul escuro) e RMV (azul claro). Há um padrão proteômico que caracteriza a doença valvular 

reumática, mesmo em seu estágio crônico. 

 

Figura 8 - Protocolo II: proteínas mais variantes entre AOV, MV, ARV e MRV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Mapa interativo proteína-proteína das 50 proteínas mais variantes entre todos os cenários estudados 

(AOV/MV/ARV/MRV). Os processos biológicos referidos de acordo com o banco de dados de Gene Ontology 

são descritos (A), assim como, a localização (componente celular) (B). 
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5.2.4 Padrão diferencial de expressão proteica entre válvulas aórticas vs. mitrais 

controle e válvulas aórticas vs. mitrais reumáticas 

 

Nossa análise sugere assinaturas moleculares específicas entre válvulas mitrais e 

aórticas, tanto para válvulas reumáticas quanto para válvulas de controle. Portanto, realizamos 

uma análise detalhada das proteínas diferencialmente expressas entre MV vs. AOV do mesmo 

indivíduo (Figura 9). A clusterização hierárquica não supervisionada revelou grandes 

agrupamentos de proteínas dentro dos dois tipos de válvulas. Usando análise de enriquecimento 

a partir do STRING, realizamos anotações sobre processos biológicos para fornecer insights 

sobre as implicações funcionais desses agrupamentos. Comparações entre MV vs. AOV 

mostraram um total de 49 proteínas com expressão diferencial significativa (valor de p ajustado 

< 0,05 e variação absoluta de expressão >1,1) (Figura 10). Dentre essas, 8 (ARP3, CTHRC1, 

ITH2, IGKJ3, C8A, GPX1, ARMC5 e CHIA) apresentaram maior expressão na MV e 42 na 

AOV (Figura 10C). Na AOV, o proteoma foi caracterizado por três grandes agrupamentos de 

proteínas associadas a processos biológicos essenciais, a saber: 1) formação de matriz 

extracelular (SOD3, TIMP3, COL14A1, FMOD, ANG, COL18A1, THBS4 e HSPG2); 2) 

organização do citoesqueleto de actina (PDLIM1, PDLIM3, PDLIM5, PDLIM7, CSRP1, 

CAPZB e MYL9) e 3) proteínas relacionadas a exossomos extracelulares (CAT, RPL23A, 

ACLY, GSR, FABP4, ENO2 e DES). Vale destacar que proteínas da família LIM e proteínas 

relacionadas ao citoesqueleto de actina também foram superexpressas na AOV de controle 

(Figura 10A). O citoesqueleto de actina é considerado um regulador chave das respostas 

celulares ao seu ambiente mecânico e resposta ao  estresse, deformação e rigidez (propriedades 

mecânicas que variam durante situações de estresse)36-37. Proteínas da família LIM, como 

PDLIM1, são reguladoras do citoesqueleto e da inflamação imunológica. Especificamente, a 

PDLIM1 regula negativamente a sinalização de NF-κB, e sua deficiência promove o aumento 

nos níveis de proteína p65 nuclear, levando à produção elevada de citocinas pró-inflamatórias 

em resposta a estímulos inatos38. Além disso, proteínas com funções antioxidantes (SOD3, 

CAT e GSR) também foram mais expressas na AOV (Figura 10B). No geral, os padrões de 

expressão proteica em MV vs. AOV de controle sugerem que a AOV é constitutivamente dotada 

de níveis mais altos de recursos protetores contra a inflamação e o estresse redox. 
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Figura 9 - Protocolo II: AOV vs MV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: As comparações entre o controle MV e AOV mostraram um total de 49 proteínas com expressão 

diferencial significativa (valor-p ajustado <0,05 e mudança de dobra absoluta >1,1). Dentre essas, 8 (ARP3, 

CTHRC1, ITH2, IGKJ3, C8A, GPX1, ARMC5 e CHIA) apresentaram expressão mais alta em MV, enquanto 42 

mostraram maior expressão em AOV 

 

Figura 10 - Protocolo II: AOV vs MV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Principais diferenças constitucionais entre válvulas mitrais e aórticas não doentes (Protocolo II) – ambas 

as válvulas foram obtidas do mesmo indivíduo. Análise de enriquecimento de conjunto de proteínas 

diferencialmente expressas com base em processos biológicos/moleculares e termos do banco de dados de 

ontologia genética acessado via String. Cluster de proteínas superexpressas na AOV (A) relacionadas às vias das 

proteínas da família Lim e ao citoesqueleto de actina, (B) vias de atividade antioxidante, e (C) perfil geral das 

proteínas diferencialmente expressas em AOV vs. MV, destacando as principais diferenças constitucionais entre 

elas. 
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A análise comparativa de RMV e RAOV obtidas do mesmo paciente identificou 27 

proteínas com expressão diferencial significativa (Figura 11C). Doze proteínas foram 

superexpressas na RMV vs. RAOV, incluindo F2, ACADM, EHD2, NCL, PYGB, HDGFL3, 

KNL1, CSRP3, DES, IGKV1, SEPTIN11 e SEPTIN2. No entanto, a análise de enriquecimento 

funcional não revelou vias específicas associadas a essas proteínas, consistente com sua 

superexpressão como processos isolados de significado ainda indefinidos. Por outro lado, treze 

proteínas foram diferencialmente superexpressas na RAOV, associadas a mecanismos 

biológicos como resposta imune humoral (LGALS3, CIR e CIQB) (Figura 11B-C) e estrutura 

da matriz extracelular (COL1A1, COL1A2, COL18A1 e HSPG2) (Figura 11A-C). Galectinas, 

em particular, são conhecidas por regular respostas inflamatórias e imunológicas39, exibindo 

papéis duplos. A Galectina-3 (Gal-3) exibe efeitos protetores de sobrevivência no coração, 

entretanto, sua expressão prolongada pode levar à fibrose e ao remodelamento tecidual adverso. 

A Gal-3 é secretada por tecidos lesionados e ativa fibroblastos para produzir componentes da 

matriz extracelular, como colágeno tipo I, ao mesmo tempo em que inibe a degradação da 

matriz40. Isso sugere que, na RAOV, pode haver um componente diferencial de reorganização 

da matriz extracelular em comparação com a RMV, potencialmente ligado a uma resposta 

imune humoral distinta. 

 

Figura 11 - Protocolo II: RMV vs RAOV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Principais proteínas diferencialmente expressas entre RMV vs. RAOV, ambas as válvulas foram obtidas 

do mesmo indivíduo (Protocolo II). Análise de enriquecimento de conjunto de proteínas diferencialmente 

expressas com base em termos de processos biológicos no banco de dados de ontologia genética acessado via 

String. As proteínas identificadas estavam relacionadas a (A) Colágeno e matriz extracelular e (B) Respostas 

imunológicas. (C) Perfil geral das proteínas diferencialmente expressas em RAOV vs. RMV destacando as 

principais diferenças constitucionais entre elas. 



5 Resultados  60 

Certas proteínas exibiram expressão diferencial significativa em ambos os cenários: 

válvulas de controle (AOV vs. MV) e RAOV reumática vs. RMV. Isso inclui DES, FAH, LYZ, 

COL18A1, HSPG2 e LGALS3, que foram super expressas nas válvulas aórticas. Essas 

proteínas podem servir como marcadores inerentes da AOV, distinguindo-a da MV 

independentemente da exposição a fatores externos (Figura 12). 

 

Figura 12 -Representação gráfica de proteínas em comum entre os cenários controle e doença 

do protocolo II 

 

Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Seis proteínas exibiram expressão diferencial significativa em ambos os cenários: válvulas controle 

(AOV vs. MV) e válvula aórtica reumática (AOV) vs. MV. Tais proteínas sinalizadas na região de intersecção no 

gráfico se encontram superexpressas na valva aortica.A análise de enriquecimento de vias foi realizada com base 

na localização celular. 

 

5.2.5 Assinaturas proteômicas da doença valvar reumática avançada 

 

Para identificar assinaturas proteicas especificamente enriquecidas em RMV ou RAOV, 

em comparação com suas válvulas de controle correspondentes, realizamos subanálises 

independentes.  
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Um total de 158 proteínas foi identificado como diferencialmente expresso entre a AOV 

reumática e a válvula aórtica de controle (Figura 13B). Curiosamente, apenas 13 proteínas 

foram superexpressas, enquanto 145 foram supressos na RAOV. Além disso, essas proteínas, 

predominantemente, se segregam em mitocôndrias, vesículas extracelulares e no citoesqueleto 

de actina (Figura 14B-C). Em particular, foi observada uma substancial redução na regulação 

de proteínas associadas às vias metabólicas mitocondriais na RAOV em comparação com a 

válvula aórtica de controle (Figura 13B). Essas vias estão associadas a complexos proteicos 

mitocondriais bem como ao metabolismo, incluindo beta-oxidação de ácidos graxos (ACAT1, 

ACAA2, ACADM, DECR1, ETFB e HSD17B10), ligação de proteínas mitocondriais mal 

enoveladas (CRYAB, HSPA9, ST13, HSPD1 e HSPE1), oxidação de compostos orgânicos 

(COX6B1, ATP5F1D, ATP5F1B, CYCS, CYC1, ETFB e DLD) e ciclo do ácido tricarboxílico 

(ATP5F1A, PDHA1, PDHB, DLST, SDHA, ACO1, FH, DH2, SUCLG2 e OGDHL) (Figura 

14). Vale destacar a subregulação da expressão de enzimas glicolíticas e do processo 

biossintético de acetil-CoA mitocondrial a partir de piruvato (subregulação de PDHA1, PDHB 

e DLD) e da proteína LDHB41 ( Figura 15). 

 

Figura 13 - Protocolo II: Doença vs controle 

 

Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Vias importantes (e números correspondentes de proteínas) para diferenciar válvulas doentes vs. não 

doentes em cada cenário. (A) Válvulas do Protocolo II comparando RMV vs MV e (B) Válvulas do Protocolo II 

comparando RAOV vs. AOV. 
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Figura 14 - Protocolo II: RAOV vs AOV 

 

Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Proteínas estatisticamente significativas na diferenciação entre válvula aórtica reumática e válvula 

aórtica normal foram agrupadas com base no componente celular (banco de dados Gene Ontology) e divididas em 

duas localizações principais: vesícula extracelular e mitocôndria. A análise de enriquecimento proteico das 

proteínas diferencialmente expressas, com base nos termos de processo biológico no banco de dados Gene 

Ontology acessado através do String, identificou assinaturas importantes. (A) mostrou a regulação positiva de 

proteínas envolvidas na regulação do colesterol, (B) indicou a regulação negativa de proteínas envolvidas no 

proteassoma e (C) destacou a regulação negativa do metabolismo mitocondrial. 

 

Figura 15 - Protocolo II: Proteínas relacionadas ao processo glicolítico 

 

Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Mapa interativo proteína-proteína das proteínas reguladas negativamente relacionadas ao processo 

glicolítico e à biossíntese mitocondrial de acetil-CoA a partir do piruvato. 
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Figura 16 - Protocolo II: RMV vs MV 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Proteínas estatisticamente significativas na diferenciação entre a válvula mitral reumática e a válvula 

mitral normal. (A) Evidente supressão das proteínas relacionadas ao metabolismo mitocondrial e (B) as vesículas 

extracelulares (componente celular segundo Gene Ontology) e os processos biológicos. (C) Expressão de proteínas 

envolvidas no metabolismo de lipídios. 

 

Além disso, as proteínas subreguladas na RAOV estão relacionadas à proteostase, ou 

seja, à homeostase proteica, incluindo proteínas relacionadas à transdução de sinal e ao controle 

de qualidade. Estas últimas incluem, em particular, proteínas associadas ao sistema ubiquitina-

proteassoma (UPS) (PSMA2, PSMA3, PSMA4, PSMA7, PSMB5 e PSMB9) (Figura 14B). As 

proteínas do sistema UPS são cruciais para a degradação de proteínas irreversivelmente mal 

enoveladas no citosol e para a manutenção da homeostase do retículo endoplasmático e da 

sobrevivência celular em geral42,43. Além disso, o UPS participa de processos inflamatórios, 

da homeostase redox e do controle do ciclo celular44. 

Por outro lado, as vias relacionadas ao metabolismo lipídico foram evidentemente 

superexpressas na RAOV em comparação com a válvula aórtica de controle (Figura 13B). 

APOA1 e APOC1, que estão correlacionadas com o suporte à esterificação do colesterol, foram, 

especificamente, superexpressas na RAOV (Figura 14A). De maneira geral, a APOC1 está 

envolvida em diversos aspectos do metabolismo das lipoproteínas e de HDL, além de regular 

as respostas inflamatórias e a biologia das células da parede vascular45. A Apolipoproteína-A1 
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(APOA1), um componente crucial das partículas de HDL, está associada à proteção contra a 

aterosclerose. No entanto, em ambientes perilesionais pró-oxidantes e inflamatórios, a APOA1 

e o HDL podem sofrer modificações pós-traducionais, como oxidação e nitração, afetando sua 

função. A mieloperoxidase dos neutrófilos suporta esse processo e as subsequentes reações pró-

inflamatórias46. 

A superexpressão de proteínas relacionadas a vesículas extracelulares (Figura 14B) na 

RAOV é interessante, já que essas vesículas estão envolvidas em trocas significativas de 

precursores metabólicos, ácidos nucleicos, respostas imunológicas, inflamação e outros 

processos de sinalização47,48. 

Na RMV, semelhante aos achados na RAOV, a expressão diferencial de proteínas 

compreende predominantemente supressão de proteínas em comparação com a válvula mitral 

controle, com 16 proteínas superexpressas e 129 subexpressas identificadas (Figura 16A). As 

proteínas subreguladas também estavam associadas a dois principais componentes celulares: 

metabolismo mitocondrial e vesículas extracelulares. A RMV também apresentou uma 

significativa supressão do metabolismo mitocondrial, com redução na regulação de proteínas 

associadas a complexos mitocondriais e processos biológicos relacionados, indicando uma 

diminuição significativa na capacidade do metabolismo mitocondrial (Figura 16B). Juntamente 

com mudanças análogas observadas na RAOV, o número e a abrangência da supressão de 

proteínas mitocondriais fazem dessa uma assinatura mais proeminente das válvulas reumáticas 

em comparação com as de controle. 

Notavelmente, a supressão de proteínas do sistema UPS, como PSMA4 e PSMB5, e 

importantes chaperonas (HSPD1, HSPE1 e HSPA9), apresentou consistentemente tendências 

nos conjuntos de dados (Figura 16C). Curiosamente, houve uma proteína que foi encontrada 

como supressão na doença em ambos os cenários: a proteína Kell, conhecida por seu papel 

como anticorpo de grupo sanguíneo monoespecífico (Figura 17A). 

As proteínas suprimidas ligadas a vesículas extracelulares estavam, principalmente, 

envolvidas na ligação de proteínas S100 e na ligação de pequenas moléculas. Essas moléculas, 

conhecidas como alarminas ou padrões moleculares associados a danos (DAMPs)49, geram 

assinaturas específicas de citocinas em células-alvo, influenciando a qualidade e a intensidade 

das fases inflamatórias subsequentes. As proteínas S100 atuam como mediadores pró-

inflamatórios e pró-fibróticos nas células cardíacas por meio dos receptores TLR4 e RAGE. 
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Semelhante à RAOV, houve uma superexpressão de vias relacionadas ao metabolismo 

lipídico na RMV. APOB, APOD, LBP, CD36 e APOC2 foram superexpressas na RMV em 

comparação com a válvula mitral de controle, sugerindo seu envolvimento na depuração de 

partículas de lipoproteínas plasmáticas (Figura 16C). Para entender proteínas cruciais para 

definir o padrão proteômico geral da DRC, independentemente da válvula afetada, realizamos 

uma análise global, identificando um total de 74 proteínas supressas na RMV e RAOV (Figura 

17A) em comparação com os controles (Figura 17B). Como esperado das análises individuais, 

as principais vias enriquecidas foram aquelas associadas à função mitocondrial e aos processos 

de enovelamento de proteínas (Figura 17D), com alguma participação de proteínas relacionadas 

a vesículas extracelulares (Figura 17C). 

 

Figura 17 - Assinatura proteica na doença reumática 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Padrão de proteínas comuns tanto em RAOV quanto em RMV. (A) Gráfico esquemático representando 

o número de proteínas que diferenciam o cenário da doença tanto em MV quanto em AOV. Setenta e oito proteínas 

foram identificadas, das quais 74 estão sub-reguladas em ambos os cenários. Estas estão relacionadas a processos 

localizados em mitocôndrias e exossomos extracelulares. (B) Rede de componentes celulares mostrando proteínas 

relacionadas a exossomos extracelulares (vermelho) e mitocôndrias (verde). (C e D) Processos biológicos 

relacionados a cada localização. (C) Exossomos extracelulares: ligação de pequenas moléculas e sinalização PAR, 

e (D) Mitocôndrias: geração de metabólitos e energia bem como distúrbios do proteassoma. 
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5.2.6 Alteração da proteostase em válvulas reumáticas: estudo proteômico de depósitos 

fibrilares 

 

Conforme discutido anteriormente, foi observada uma redução significativa na 

regulação de proteínas relacionadas ao sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) e de chaperonas 

importantes (HSPD1, HSPE1 e HSPA9) em válvulas reumáticas (Figura 18A). Estudos 

anteriores são consistentes com um padrão similar, incluindo a observação de depósitos de 

proteínas fibrilares em válvulas doentes, embora apenas em 6 casos, incluindo amostras de 

válvulas reumáticas (3 AOV reumáticas e 3 MV reumáticas)50(Figura 19). Isso nos motivou a 

investigar mais a fundo a presença de proteínas mal enoveladas, incluindo proteínas fibrilares, 

para avaliar a possibilidade de seu envolvimento hipotético nesse contexto. 

Em válvulas reumáticas com quantidades adequadas de tecido, uma coloração inicial 

com Vermelho do Congo foi realizada para visualizar o depósito de proteínas fibrilares (Figura 

19). Para determinar um perfil dessas proteínas usando espectrometria de massa, foi empregada 

a microdissecção a laser para excisar os depósitos fibrilares de cada tecido valvar. Devido à 

disponibilidade limitada de tecido valvar microdissecado para avaliação proteômica, foi 

utilizada a aquisição independente de dados (DIA). A DIA supera as limitações da análise 

convencional baseada em aquisição dependente de dados (DDA), como a seleção estocástica 

de íons precursores e a baixa eficiência de amostragem, e gera um mapa abrangente de 

fragmentação de precursores detectáveis, permitindo quantificação precisa ao dividir os íons 

precursores de peptídeos em janelas consecutivas durante a fragmentação. Após a normalização 

dos dados, a análise estatística identificou a APOA1 como a proteína fibrilar predominante nos 

depósitos, com outras proteínas, como APOA4, C9 e IGKV3, também consideradas potenciais 

componentes, embora em um grau menos evidente (Figura 18B). 
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Figura 18 -Protocolo III: Distúrbio da proteostase valvar e deposito amiloide em valva 

reumática 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Estudo proteômico de depósitos amiloides fibrilares em válvulas com Doença Reumática (Protocolo III). 

(A) Proteínas alteradas em RAOV e RMV estão associadas a distúrbios de proteostase (banco de dados Gene 

Ontology). (B) Análise proteômica dos depósitos amiloides isolados por microdissecção a laser revela a apoA1 

como a proteína mais importante no depósito amiloide em válvulas reumáticas. 

 

Figura 19 - Protocolo III- depósito amiloide 

 
Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: A coloração com Vermelho do Congo, vista sob luz polarizada, mostra depósitos de amiloide na válvula. 



5 Resultados  68 

Sumarizando resultados acima elucidamos algumas significativas características das 

válvulas cardíacas (Figura 20). 

 

Figura 20 - Sumário de resultados 

 

Fonte: Produção da autora (2024). 

Legenda: Figura sumário de resultados evidenciando assinaturas protéicas que diferenciam e caracterizam tanto 

as valvas normais quando comparadas entre si quanto diferenças entre valvas reumáticas e não doentes. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A febre reumática aguda é causada por uma resposta imune anormal a infecções 

estreptocócicas do grupo A, geralmente ocorrendo na infância51. A doença cardíaca reumática 

é o resultado de lesão valvar após episódios repetidos de febre reumática52. Acredita-se que a 

base da febre reumática seja semelhança molecular (mimetismo) entre a proteína M 

estreptocócica e uma série de proteínas cardíacas (miosina cardíaca, tropomiosina, queratina, 

laminina e vimentina) devido as quais ocorrem danos imunomediados ao tecido cardíaco. A 

semelhança antigênica com outros tecidos, como sinóvia (articulações) e tecido neurológico, é 

responsável pelas manifestações não cardíacas da febre reumática. A base fisiopatológica para 

RHD é, portanto, a confluência de cepas reumatogênicas de Streptococcus do grupo A (GAS), 

indivíduos geneticamente suscetíveis e uma resposta imune aberrante do hospedeiro53,54. 

Avanços em pesquisas na doença reumática cardíaca têm o potencial de alterar drasticamente a 

compreensão e abordagem para prevenção e gerenciamento dessa doença. Uma melhor 

compreensão dos determinantes imunogênicos da doença, por exemplo, pode fornecer uma rota 

potencial para identificar antígenos bacterianos relevantes e auxiliar novos desenvolvimentos 

em vacinas estreptocócicas e indivíduos vulneráveis, permitindo terapias direcionadas54. 

Esforços têm sido feitos para compreender a fisiopatologia da doença reumática 

cardíaca, no entanto, o conhecimento gerado ainda não permite o entendimento completo de 

suas patogêneses. 

Nosso estudo translacional criou um mapa proteômico CRC usando válvulas mitrais 

(MV) e aórticas (AV) dos mesmos pacientes, comparando-as com válvulas análogas de 

pacientes de controle sem doença, obtidas de receptores de transplante cardíaco. Identificamos 

que uma parte substancial das diferenças entre as assinaturas proteômicas de MV e AV reside 

nas válvulas controle, e as diferenças entre MV e AV diminuem no cenário de CRC, indicando 

que a CRC avançada converge para vias comuns. Além disso, identificamos, pela primeira vez, 

que a assinatura reumática da doença avançada inclui uma importante sub-regulação de 

proteínas relacionadas à estrutura e função mitocondrial, bem como, a um possível 

comprometimento dos mecanismos de proteostase, expresso como sub-regulação do sistema 

UPS e aumento no depósito de proteínas amiloides fibrilares. Além disso, nossa proteômica 

sugere uma desregulação das vias de metabolismo lipídico. Esses mecanismos indicam que, 

mesmo considerando o estágio avançado de formação de cicatrizes e calcificação, as válvulas 

reumáticas exibem distúrbios ativos contínuos nos processos metabólicos, redox e de 

proteostase. 
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6.1 PADRÕES MOLECULARES NA DOENÇA 

 

Análise global de expressão gênica em pacientes com indicação cirúrgica mostrou que 

valvas reumáticas mitrais exibiram, em comparação com valvas aórticas, maior expressão de 

genes ligados a processos redox, calcificação, inflamação e, em particular, resposta imune. 

Estes dados sugerem que o processo patológico da doença reumática evolui de forma 

distinta entre as duas valvas, sendo, preferencialmente, sustentado e mais intenso na valva 

mitral.  

A análise genômica da Valvopatia Reumática sugeriu não só a existência de padrões 

potencialmente identificáveis e correlacionados à doença, mas, também, padrões mais 

específicos com relação à valva acometida (Figura 6). Dessa forma, pretendeu-se complementar 

a análise gênica com outros níveis moleculares, os quais poderiam ser integrados de forma a 

favorecer estatisticamente a probabilidade da descoberta de assinaturas de doença e as vias 

pelas quais se expressam, e, portanto, foi realizado o estudo proteômico valvar. 

 

6.2 DIFERENÇAS ENTRE PADRÕES PROTEICOS DE VALVAS AÓRTICA E 

MITRAL NORMAIS 

 

Nossos resultados oferecem insights para entender a conhecida maior incidência de 

CRC na MV em comparação com a AOV55. Claramente, os perfis de expressão gênica (Figura 

6) e proteômica (Figura 7) diferem entre RMV e RAOV. No entanto, o grau geral de diferença 

se concentra na comparação entre MV e AV de controle (Figura 9), enquanto a extensão dessas 

diferenças se torna relativamente menor na comparação entre RMV e RAOV, à medida que as 

válvulas transitam para fenótipos que compreendem calcificação, inflamação e fibrose 

evidentes na análise patológica. A explicação mais provável para esse resultado é que o 

processo reumático em evolução converge para desfechos semelhantes em ambas as válvulas, 

dominando parcialmente o perfil proteômico e, em certa medida, suavizando as diferenças 

naturais entre MV e AV. Ou seja, nossos dados sugerem que a maior prevalência da doença em 

RMV em comparação com RAOV parece ser devido a intensidades diversas das respostas 

inflamatórias, metabólicas e fibróticas, em vez de tipos abertamente diferentes de vias da 

doença. O proteoma da AOV de controle revela um fenótipo distinto em comparação com a 

MV, com assinaturas aprimoradas de proteínas ligadas a processos de manutenção, como 

regulação da matriz extracelular e do citoesqueleto, bem como, níveis mais elevados de enzimas 

relacionadas ao antioxidante e à regulação de processos imunoinflamatórios (como proteínas 
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da família LIM)56. Isso é consistente com um fenótipo intrinsecamente mais adaptativo da AOV 

em comparação com a MV. Essas características constitutivas basais divergentes, que, pelo 

menos, em parte, podem derivar de suas distintas origens embriológicas57, podem influenciar o 

desenvolvimento da doença e contribuir para uma doença mais grave na RMV. 

 

6.3 ASSINATURA PROTEÔMICA DA DOENÇA REUMÁTICA 

 

Outra implicação importante de nossos resultados é a obtenção de insights relevantes 

sobre a assinatura da RHVD avançada. É notável que essa assinatura, identificada tanto na 

RMV quanto na RAOV dos mesmos pacientes, foi caracterizada pela predominância de um 

padrão semelhante de supressão proteica em comparação com seus respectivos controles. A via 

mais evidente nesse contexto foi o aparato energético mitocondrial, com supressão de várias 

proteínas da cadeia respiratória mitocondrial, proteínas estruturais e outras proteínas 

relacionadas ao metabolismo, incluindo MnSOD (localizada na matriz mitocondrial) e 

CuZnSOD (localizada no espaço intermembrana, embora principalmente no citosol)58. Os 

mecanismos subjacentes a esses achados podem ser múltiplos. O silenciamento da cadeia 

respiratória mitocondrial, juntamente com a supressão observada das vias glicolíticas, é um 

marcador de pluripotência celular59, indicando que o reparo ou a calcificação da válvula pode 

recapitular processos de desenvolvimento. Além disso, o envolvimento mitocondrial é bem 

conhecido por estar associado à morte celular induzida por citocinas como o TNF-alfa60. Nesse 

processo, as mitocôndrias desenvolvem inchaço e inibição da cadeia respiratória mitocondrial, 

com consequente redução no ATP celular, juntamente com a geração de superóxido e peróxido 

de hidrogênio60. A MnSOD neutraliza o superóxido mitocondrial e antagoniza a apoptose 

mediada pelo TNF-alfa61. Foi demonstrado que essa geração aumentada de oxidantes inibe a 

expressão de proteínas da cadeia respiratória mitocondrial por meio de uma via sensível a 

antioxidantes61. Assim, a produção contínua de citocinas na DRC em estágio terminal pode 

contribuir para a disfunção mitocondrial no tecido valvular. De fato, a RMV é bem 

caracterizada por exibir infiltrados inflamatórios compostos por células mononucleares, como 

linfócitos T CD4 e CD8, macrófagos e células B. A resolução da inflamação, com consequente 

síntese e secreção maciça de colágeno, juntamente com a calcificação, pode estar associada ao 

estresse do retículo endoplasmático, que agrava ainda mais a disfunção mitocondrial62,63. 

 

 



6 Discussão   73 

6.4 DISTÚRBIO DA PROTEOSTASE NA DRC E DEPÓSITO AMILOIDE 

 

A disrupção dos mecanismos de proteostase foi outra assinatura importante da RHVD 

avançada. A homeostase proteica é crucial para a organização das células vivas, e muitos 

mecanismos, incluindo chaperonas e o sistema UPS, foram adquiridos evolutivamente para 

prevenir a alta toxicidade de proteínas mal enoveladas, que estão envolvidas na patogênese de 

várias doenças64. Nossos achados de sub-regulação de chaperonas e proteínas do sistema UPS 

trazem implicações potenciais significativas em relação ao estresse celular contínuo, mesmo 

em válvulas calcificadas avançadas65. O estresse do retículo endoplasmático, em conexão com 

distúrbios redox, está envolvido na patogênese da calcificação valvular66, um leitmotiv da 

RHVD. Além disso, a disrupção da proteostase pode promover a agregação de proteínas, que 

pode retroalimentar a inflamação e o estresse celular. 

Pesquisas anteriores identificaram depósitos de amiloide na RMV, exibindo uma 

relação espaço-temporal com áreas de calcificação e esclerose valvular50. Nossos achados 

fornecem, pela primeira vez, evidências da formação de proteínas amiloides fibrilares tanto na 

RMV quanto na RAOV. Além disso, caracterizamos esses aglomerados amiloides por meio de 

análise proteômica específica e identificamos a APOA1, relacionada ao metabolismo lipídico, 

como um componente principal, embora, de forma importante, outras proteínas codepositadas 

não possam ser excluídas. Depósitos amiloides foram associados à doença da AOV67 de outras 

etiologias, por exemplo, doença degenerativa da AOV, enquanto a presença de apolipoproteínas 

em aglomerados amiloides perto de regiões calcificadas de válvulas doentes e outros tecidos 

também foi documentada50. Além disso, depósitos amiloides de várias apolipoproteínas 

também ocorrem em ateromas51,52. Portanto, os depósitos amiloides na DRC poderiam servir 

como um modelo ou local amplificador para calcificação, inflamação sustentada e 

remodelamento da matriz extracelular50. Um mecanismo relacionado pode ser a ativação do 

inflamassoma NLRP368,69, conhecido por reconhecer peptídeos endógenos agregados, como o 

beta-amiloide, desencadeando a produção de citocinas pró-inflamatórias70. 

Tanto na RMV quanto na RAOV, também observamos aumento na expressão de 

proteínas envolvidas na depuração de lipoproteínas plasmáticas e esterificação de colesterol, 

incluindo apolipoproteínas, um padrão consistente com o desequilíbrio da homeostase lipídica. 

Atualmente, há uma escassez de estudos abordando o mecanismo de calcificação na DRC e a 

possível interação com lipídios. Na calcificação degenerativa da AOV, o acúmulo de 

apolipoproteínas se correlaciona com a progressão da estenose e os infiltrados de células 

inflamatórias71,72. Também é bem conhecido a partir de estudos in vitro que lipoproteínas 
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induzem a calcificação em células intersticiais humanas da AOV73,74. Assim, por semelhança, 

os distúrbios lipídicos podem contribuir ainda mais para a calcificação também na CRC. 

 

6.5 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

As limitações deste estudo incluem a falta de tecido valvar disponível por se tratar de 

uma amostra menor, que inviabiliza a execução de múltiplos métodos investigativos. Julgamos 

que seria importante a avaliação adicional do perfil metabólico das valvas estudadas. 

 

6.6 PERSPECTIVAS 

 

Avaliação de marcadores mecanicistas por meio de testes quantitativos em um modelo 

in vivo de doença  da reumática cardíaca, como ensaios randomizados de perda de função ou 

intervenções. O acompanhamento in vivo e a caracterização adicional dos marcadores da 

população serão realizados como parte de um estudo de sequência. 
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7 CONCLUSÕES 

 

1. Valvas reumáticas mitrais exibiram maior expressão de genes ligados à 

calcificação, e imunoinflamação em relação a valvas reumáticas aórticas. Houve, 

também, predominância de genes relacionados a processos redox, embora com 

menor expressão; 

2. É provável que esse perfil genético influencie no processo patológico de 

imunoinflamação e de reparação, determinando evoluções distintas nas lesões 

reumáticas mitrais e aórticas, sendo, particularmente, mais sustentado e intenso na 

valva mitral; 

3. Estudar a MV e a AOV de controles não doentes ou pacientes reumáticos ofereceu 

uma oportunidade de revelar diferenças basais importantes entre a MV e a AOV, 

com nossos dados sugerindo que a AOV é mais bem dotada de mecanismos de 

proteção contra desafios oxidativos e inflamatórios. Essas diferenças ajudam a 

explicar a evolução acentuada da doença na RMV em comparação com a RAOV e 

sua maior prevalência; 

4. Além disso, pela primeira vez, identificamos assinaturas proteômicas das doenças 

valvulares reumáticas avançadas em evolução. Essas assinaturas incluíram 

subregulação importante de proteínas mitocondriais e desequilíbrios relacionados à 

disrupção da proteostase, com a identificação de APOA1 contendo fibrilas 

amiloides tanto na MV quanto na AV; 

5. Esses insights sobre as características e a fisiopatologia proposta da RHVD indicam 

um processo ativo de doença em evolução que pode lançar luz sobre os mecanismos 

de como as válvulas reumáticas fazem a transição do episódio agudo para a 

disfunção avançada; 

6. Compreender as complexas redes regulatórias, bem como, as variações 

imunoinflamatórias, pode nos ajudar a combater eficientemente a doença cardíaca 

reumática. 
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ANEXO A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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