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Lista de abreviaturas

IAo — Insuficiénia adrtica crbnica importante

TNF — Fator de necrose tumoral — alfa

TNFRI — Receptor de TNF tipo |

TNFRII — Receptor de TNF tipo Il

STNFRI — Receptor soltvel de TNF tipo |

STNFRII — Receptor soltvel de TNF tipo I

IL-6 — Interleucina-6

IL-6R — Receptor soluvel de interleucina-6

[I-1p - Interleucina 1-beta
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DDVE - Diametro diastélico do ventriculo esquerdo
DSVE — Diametros sistélico do ventriculo esquerdo
FE —Fracéo de ejecao

AE — Diametro do atrio esquerdo

Ao — Diametro da aorta

Eco — Ecocardiografia
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SPINA, G. S. — Niveis de citocinas proinflamatorias e seus antagonistas em pacientes com

insuficiéncia aortica crénica importante. Sdo Paulo, 2004. Tese ( doutorado ) — Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Introducéo: As citocinas proinflamatorias estdo implicadas na fisiopatologia da
insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada ou isquémica, mas existem
poucos dados sobre o comportamento destes mediadores em doenca valvar.
Determinamos o comportamento destes mediadores em pacientes com insuficiéncia
aortica cronica importante ( I1Ao ).

Materal e métodos:Analisamos 89 portadores de Insuficiéncia Aortica crinica importante,
meédia etaria de 33,6+11,5 anos, 84,6% sexo masculino, 60% assintoméaticos, todos de
etiologia reumatica . Os pacientes foram submetidos a avaliacéo clinica e ecocardiografica.
Os valores médios foram: diametro diastélico (DD ) do ventriculo esquerdo ( VE ) de
71,9+8,3mm e o didmetro sistolico ( DS ) do VE de 50,4+9,3mm, e a fracdo de ejecéo ( FE
) do VE de 0,64+0,11. Realizamos a dosagem de Fator de Necrose Tumoral ( TNF ), seus
receptores soluveis tipo | e Il (STNFRI e STNFR II') , Interleucina-6 ( IL-6 ), seu receptor (
IL-6R), interleucina 1-beta ( IL-1B ) , seu antagonista ( IL1-RA ) e endotelina-1 ( ET-1).
Comparamos com niveis séricos de controles saudaveis. Conjuntamenete analisamos o
polimorfismo genético do gene do TNF, localizado a —308 pares de bases do sitio de
iniciacao.

Resultados: Os niveis séricos de TNF forma significativamente maiores em pacientes com
IAo do que em controles normais ( 92,65+110,24 pg/ml contra 1,67+1,21 em controles
normais, p < 0,001 ). Tiveram comportamentos similares os niveis séricos de STNFRI (
894,75+£348,87pg/ml vs 521,42+395.13pg/ml em controles, p=0,007 ) e IL-6 (
7,17+7,78pg/ml vs 0,81+0,38pg/ml, p=0,0001 ). Observamos correlagéo significativa entre
niveis de sTNFRIl e DDVE ( r=-0,329, p=0,038 ) e DSVE ( r=-0,352, p=0,027). Néao
observamos relacdo de niveis séricos de citocinas com sintomas. As outras citocinas néo
guardaram relagédo com parametros de gometria e funcao ventricular. A presenca do alelo
2 do polimorfismo genético do TNF associou-se a paciente assintomaticos com IAo.
Conclusao: Demonstramos niveis elevados de citocinas proinflamatérias em pacientes
com IAo em relacado a controles normais. Os niveis de sTNFRII diminuem com o aumento
dos diametros ventriculares. A presenca do alelo 2 do polimorfismo —308 do TNF asocia-se

a pacientes assintomaticos com IAo.
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SPINA, G.S. — Proinflamatory cytokine and antagonists levels in patients with chronic

severe aortic regirgitation. S&do Paulo, 2004. Thesis ( doutorado ) — Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo

Background — Proinflamatory cytokines are implied in the phisiopatology of heart failure
secoundary to ischaemic or idiophatic dilated cardiomiopathy, but there are few studies
regarding these mediators in valular heart disease. We determined the behaivour of
proinflamatory cytokines and their antagonists in patients with chronic severe aortic
regurgitation ( 1A0)

Methods — We analised 89 patients with IAo mean age 33.6+11.5 years, 84.6% male, 60%
asymptomatic, all of rheumatic etiology. Patients were evaluated clinnicaly and by
echocardiography. Mean values were : left ventricular ( LV ) diastolic diameter ( DD )
71.948.3mm, LV systolic diameter ( SD ) 50.4+9.3mm and ejection fraction 0.64+0.11. We
made the plasma dosages of tumor necrosis factor-alpha ( TNF ), its soluble receptors type
Il and Il (STNFRI and sTNFR 1) , Interleukin 6 ( IL-6 ) and its receptor ( IL-6R ), Interleukin
1-beta (IL-1B ) , its antagonist ( IL1-RA ) and endothelin-1 ( ET-1). Plasma levels were
compared to healthy controls. We also analysed the TNF gene polimorphism, located at -
308 base pairs from the initation site.

Results — Plasma TNF levels were significantly increased in IAo patients in telation to
normal controls (92.65+110.24 pg/ml vs 1.67+1.21 pg/ml in controls, p<0.001 ). Similar
behaivour was observed with IL-6 (7.17+7.78pg/ml in 1A0 patients vs 0,81+0,38pg/ml in
controls , p=0.0001 ) and sTNFRI (894.75+348.87pg/ml vs 521.42+395.13pg/ml in controls,
p=0,007 ). We observed and significant relation between sTNFRII levels and LVDD ( r=-
0,329, p=0,038) e LVSD ( r=-0,352, p=0,027). Levels of cytokines were similar in
asymptomatic and sympromatic patients and the other cytokines had no relation to
ventricular diameters or function. Presence of the alele 2 of the —308 TNF polimorphism
was associated to asymptomatic patients.

Conclusion - We showed increased plasma levels of proinflamatory cytokines in patients
with 1A0 in relation to normal controls. There was an decrease of STNFRII levels with
increase in ventricular diameters. The presence of the alele 2 of the —308 TNF

polimorphism was associated to asymtomatic patients.
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1)- Introducgao

A insuficiéncia aértica ( Ao ) é valvopatia de evolucdo lenta , caracteristica do
modelo reumatico no qual ha uma complexa remodelacdo ventricular esquerda
representada por alteracbes nos compartimentos muscular, intersticial, vascular e
neurohormonal. Estes mecanismos adaptativos mantém o paciente assintomatico por
um periodo de tempo longo, mas sdo exauridos ao longo de anos ou décadas. A
resultante final é a insuficiéncia cardiaca, que requer diagndéstico e terapéutica precisas,
e influencia o prognéstico.*

Evidentes obscuridades persistem na compreensao da progressao clinica, desde
o0 momento da lesdo anatdbmica até a manifestacao da insuficiéncia cardiaca . De modo
semelhante, na sindrome insuficiéncia cardiaca ( ICC ), ainda ndo sdo conhecidos os
determinantes que levam a progressao da doenca.

Ha aproximadamente 50 anos, a fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca era
atribuida & excessiva retencdo de s6dio e agua, o chamado modelo cardiorrenal 2 ,
justificando condutas de restricdo hidrossalina, diuréticos e digitalicos. Nos anos 60, a
pesquisa foi direcionada a reducdo da funcdo de bomba do ventriculo esquerdo e as
mudancas hemodinamicas, perfazendo o modelo hemodinamico,que explicava sintomas
tanto da insuficiéncia cardiaca retrograda ( dispnéia, edema ) quanto de ICC anterégrada
( fadiga, intolerancia ao exercicio )*.

A utilizacdo de vasodilatadores que reduzem a pré e a pés-carga > * e de drogas
inotropicas positivas ® ’ trouxe a oportunidade para testar esta teoria. Entretanto, estas
abordagens nao diminuiram a mortalidade por insuficiéncia cardiaca, apesar de melhora

nos parametros hemodinamicos e na sintomatologia ® ° . Embora tais modelos oferecam
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modalidades de tratamento que sdo utilizadas até hoje, ndo conseguiram prover uma

explicacdo ou impedir a progressao da insuficiéncia cardiaca.

As duas ultimas décadas testemunharam o surgimento do modelo neurohumoral 0.
11 segundo o qual moléculas biologicamente ativas inicialmente produzem homeostase,
mas tém consequéncias deletérias a longo prazo. Destacam-se entre estes mecanismos
0 sistema renina-angiotensiva-aldosterona e o sistema adrenégico de importancia
fisiopatoldgica comprovada. A antagonizacao destes sistemas com farmacos como beta-
bloqueadores e inibidores da enzima conversora da angiotensina favorecem a
remodelacédo ventricular esquerda, com reducdo de mortalidade e alivio dos sintomas.*?
13 0 antagonismo do sistema renina-angiotensina também demonstrou efeitos benéficos
em pacientes com insuficiéncia aértica **,

Recentemente pesquisas revelaram um papel importante de respostas
inflamatdrias locais e sistémicas, no que se convencionou chamar de “hipétese das
citocinas”. Esta hipotese ndo implica que as citocinas causem a insuficiéncia cardiaca per
se, mas sim que o aumento de expressao de citocinas contribui para as manifestacoes
cardiacas e sistémicas da insuficiéncia cardiaca.

Citocina € termo aplicado a um grupo de peptideos de relativo baixo peso
molecular (geralmente 15 a 30 Kd ), altamente potentes e pleiotropicos, secretadas por
grande variedade de células, inclusive cardiomiocitos, em resposta a diferentes
estimulos, incluindo estresse mecanico. O pioneirismo em cardiologia coube a LEVINE e

6 que demonstraram pela primeira vez aumento dos niveis séricos do fator de

cols
necrose tumoral — alfa (TNF ), uma citocina proinflamatéria, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada idiopatica. Desde entdo TNF,

Interleucina 6 ( IL-6 ) e interleucina 1-beta ( IL-1p ) foram identificados em concentracdes

elevadas em pacientes com insuficiéncia cardiaca secundéaria a miocardiopatia dilatada™®
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111214 nicialmente relacionadas ao sistema imunoldgico podem ser secretadas mesmo

na auséncia de ativacéo deste. *°
Evidéncia da importancia das citocinas na insuficiéncia cardiaca é a capacidade
destas modularem a fun¢do cardiovascular e reproduzirem o fenétipo da insuficiéncia

cardiaca, através de uma variedade de mecanismos, como a capacidade de provocar

18, 19

disfuncao ventricular esquerda *’, edema pulmonar , cardiomiopatia ?° e reducéo de

fluxo sanguineo da perna em humanos .

Experimentalmente niveis elevados de citocinas provocam remodelacéo ventricular

23, 24, 25 26, 27, 28

esquerda, *? alteracdes no metabolismo miocardico , anorexia, caquexia

29

desacoplamento de receptores Padrenégicos da adenilato-ciclase , alteracbes no

| 30, 31 I 32

metabolismo mitocondria e ativacdo do programa genético fetal °<, que fazem
parte fazem parte do fenétipo da insuficiéncia cardiaca.

Interessante destacar que as citocinas comportam-se como marcadores de pior
prognostico em pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia
dilatada idiopética ou isquémica, de modo independente de outros fatores como sexo,
idade, classe funcional, fracdo de ejecdo e nivel de sodio sérico. 3% 3% 35 36 37
Comprovando este aspecto, o estudo de Framigham, em pacientes idosos sem infarto do
miocardio prévio, niveis séricos elevados de citocinas identificam pacientes de alto risco
para desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca *® , de modo que podem sinalizar tanto

gravidade da insuficiéncia cardiaca quanto identificar pacientes com insuficiéncia

cardiaca incipiente mas ja com pior prognéstico .
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1.1) Origem das citocinas na insuficiéncia cardiaca

A exata origem da superproducdo de citocinas na insuficiéncia cardiaca permanece
desconhecida. Ha pelo menos trés hipbteses: ( 1 ) Ativacdo do sistema imunitario, em
resposta a um estimulo ainda desconhecido, ( 2 ) Elaborac&o pelo coracdo em resposta a
certos estresses, mecanicos ou quimicos, com extravazamento desta producdo aumentada
para a circulaco sistémica e ( 3 ) hipoperfusdo sistémica de tecidos. *°

Vérias evidéncias demonstram que o sistema imune € uma fonte importante de
producdo de citocinas em insuficiéncia cardiaca. Estudos apontaram alteracdes de
imunidade celular e humoral na insuficiéncia cardiaca de etiologia néo valvar >4 . Os
niveis séricos de neopterina, um marcador de ativacdo de macrofagos, estdo elevados em

41,42 o astas células sdo conhecidos como uma das

pacientes com insuficiéncia cardiaca
maiores fontes produtoras de citocinas ** . H& evidéncias de que provavelmente o TNF
estimule a producéo de neopterina pelos macréfagos. *°

H& evidéncias experimentais ** e clinicas *

gue os cardiomidcitos adultos séo
capazes de produzir TNF quando submetidos a estiramento ou sobrecarga hemodinamica.
Cardiomiécitos normais ndo possuem RNA mensageiro para TNF-o em seu citossol, mas
gquando submetidos a uma sobrecarga hemodinamica podemos detectar RNA mensageiro
para esta citocina no citoplasma. Deste modo, o miocérdio pode ser uma fonte importante
de producdo de citocinas proninflamatérias na insuficiénca cardiaca e 0s niveis séricos
elevados destas seriam um extravazamento da produgdo miocéardica para a periferia. Ha
controvérsia sobre esta teoria, com autores que identificaram gradientes transmiocardicos
de citocinas “° e outros que ndo identificaram tal gradiente . 4" *®

Uma variante interessante desta teoria € que provavelmente ha uma

intercomunicagdo entre o sistema cardiovascular e o sistema imune. As citocinas
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proinflamatérias que sdo produzidas pelo coracdo,como o TNF-a. e a IL-6 poderiam

extravazar do coracdo para a periferia, estimulando células mononucleares a sintetizar

4 Além disso, 0 estresse mecanico também aumenta a

citocinas proinflamatorias
expressdo de moléculas de adesdo, como o fator quimiotético e ativador de mondcitos (
MCAF ) no endotélio. Tal fator pode contribuir para o recrutamento de macrofagos, que
posteriormente seriam ativados pelas citocinas oriundas do miocardio °® ! Desta forma, os
mondcitos e o sistema imune amplificariam sistemicamente a producdo miocérdica de
citocinas.

ANKER e cols ** propuseram que a congestio venosa e edema de alcas intestinais
consequente a insuficiéncia cardiaca, aumentaria a permeabilidade do epitélio intestinal,
causando translocagédo bacteriana e/ou aumento da absor¢édo de endotoxinas na corrente
sanguinea. As endotoxinas estimulam mondcitos a produzir citocinas proinflamatorias.
Entretanto, esta hipotese ndo explica os niveis elevados de citocinas em pacientes com
insuficiéncia cardiaca incipiente ou em pacientes oligossintomaticos.

Procurando estudar de forma completa o sistema das citocinas concentramos
esforgcos naquelas que estdo, segundo a literatura, mais envolvidas com a remodelagéo

ventricular esquerda, ou seja, o TNF, a IL-1p e a IL-6 °*, juntamente com seus receptores

endogenos soluveis ou antagonistas, a fim de melhor compreender tal sistema.
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1.2 ) Efeitos cardiovasculares conhecidos das diversas citocinas

1.2.1) Fator de necrose tumoral-a ( TNF )

Embora as mudancas complexas que ocorrem no coragao durante a
remodelacdo ventricular esquerda na insuficiéncia adrtica tenham sido descritas
mecanicamente ou anatomicamente, h4 muitas outras alteragbes que ocorrem durante
tal processo na biologia do cardiomidcito. H& um aumento de volume dos midcitos e
mudancas no compartimento intersticial e vascular, que levam as alteracdes de
geometria de camaras e da arquitetura do coracdo. Muitas destas alteracbes podem ser
explicadas pelos efeitos conhecidos do TNF. Entre os efeitos do TNF que podem estar
diretamente envolvidos com a remodelacao ventricular na insuficiéncia aortica podemos
citar alteragcdes na biologia do midcito, como hipertrofia, anormalidades de contragcédo e
expressado de genes fetais, alteracbes na matriz extracelular, promovendo fibrose e
degradacdo da matriz e alteragdes na propria populagdo de midcitos, com indugédo de
apoptose >*.

O TNF deriva seu nome da observacao que tal proteina tem potente atividade
antitumoral, tanto in vitro quanto in vivo. > *® Apresenta uma grande variedade de acdes
biol6gicas, além de seus efeitos citotoxicos, como influéncia no crescimento ou
diferenciacdo em diversos tipos celulares, incluindo midcitos cardiacos °” % *°
Inicialmente tidas como apenas secretadas apenas por células do sistema imune,
sabemos hoje que todas as células nucleadas no miocérdio, inclusive o proprio

45

cardiomidcito , tém capacidade de producdo de TNF em resposta a diversos
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estimulos, inclusive com resposta a sobrecargas pressoricas ou de volume ao ventriculo

esquerdo. E possivel relatar que tal producdo de citocinas pode ocorrer mesmo na
completa auséncia de ativacdo do sistema imunolégico. *°

Através de estudos recentes, podemos afirmar que a estimulacdo de
cardiomioctos isolados pelo TNF provoca ao menos trés mudancas importantes para o
processo de remodelacéo ventricuclar esquerdo : ( 1) hipertrofia de cardiomiécitos >, ( 2
) morte celular progressiva por apoptose ® e ( 3) alteracdes contrateis e na expressao
de genes fetais % .

Sabemos que ha alteracbes na quanltidade de colageno na IAo e oTNF pode
mediar estas alteracdes na matriz extracelular por sua acédo via metaloproteinases da
matriz ® As metaloproteinases podem contribuir para a dissolucdo do colageno tipo | e
aumento do colégeno tipo Ill que ocorre na 1Ao %, fazendo com que os midcitos fiquem
menos unidos e resultando em diminuicao da forca de contracédo do coracéo

Devemos enfatizar que o TNF € uma molécula de meia-vida curta, estimada em 14
a 18 minutos, pois estudos com TNF marcado mostraram que € distribuido
primariamente para os receptores de TNF no figado e na pele, aonde é rapidamente

degradado. °® Desta forma, os niveis séricos permanentemente elevados nos pacientes

com Insuficiéncia cardiaca mostram que ha uma biosintese continuada desta citocina.
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1.2.2) Receptores soluveis de TNF tipo | e Il

Os efeitos do TNF sdo mediados por dois receptores, um de mais baixa
afinidade, de 55kd, chamado de receptor de TNF tipo | ( TNFR | ) e um receptor de 75 kd
de alta afinidade, definido como receptor de TNF tipo Il ( TNFR II'). A transducéo do sinal
se da quando ocorre uma ligacao entre receptores vizinhos, apos a ligacdo do trimero de
TNF, induzindo uma oligomerizacdo dos receptores. Os receptores de TNF sdo bastante
semelhantes em suas por¢des extracelulares, caracterizados por possuirem motivos ricos
em cisteina " . Entretanto, os dominios intracelulares do TNFR | e TNFRII sdo bastante
diferentes, sugerindo que cada receptor tem uma via de sinalizacdo e assim acdes
celulares diferentes.

Ambos os tipos de receptores ja foram identificados no miocardio humano, tanto
em coracdes normais °® quanto em miocéardio de portadores de insuficiéncia cardiaca .
Estudos sugerem que a forma de TNF ligada a membrana sinalizaria predominantemente
pelo receptor TNFRII, enquanto que o TNF trimérico, soluvel, de 51kd se ligaria

preferencialmente ao TNFRI "°.

E importante notar ao examinar o sistema das citocinas que a atividade
biolégica depende também ndo s6 da concentracdo da citocina de interesse, mas
também da concentracdo de receptores solUveis ou antagonistas circulantes para essa
dada citocina. ' Os receptores soltveis de TNF tipo | e tipo Il podem servir como
antagonistas a acdo do TNF bloqueando sua ligacdo a receptores celulares ou como
agonistas, agindo como sistemas-tampao e impedindo a monomerizacdo e consequente

71

degradacédo dos trimeros de TNF e assim aumentando a sua meia-vida Estes



21
receptores também indicam a atividade tecidual da citocina, ja que muitos destes

receptores solliveis sdo secretadosem resposta a acao tecidual destas. *°

Por terem menor variabilidade que os niveis séricos de TNF, 0s niveis séricos de
receptores solaveis de TNF tipo | e Il ( STNFRI e sTNFRII ) constituem ferramentas mais
sensiveis para estudos em insuficiéncia cardiaca, inclusive com valor progndéstico, como
é o caso dos receptores sollveis de TNF tipo | *° .

A maioria dos efeitos deletérios do TNF parece se dar através da ativacdo do
TNFRI, enquanto que a ativacdo do TNFRII tem um papel protetor. A ativacdo do
TNFRI é responsavel por mediar os efeitos inotrépicos negativos ® do TNF através da
ativacdo da via da esfingomielinase neutra 2 e via 6xido nitrico "® e induzindo também
apoptose em cardiomiécitos. Ao contrario, a ativacdo do TNFRII parece ser proteger o
midcito contra isquemia e lesdo por hipoxia ", ndo tendo efeito na contrac&o celular.

A ativacdo do TNFRII leva a ativacéo do fator associado ao receptor de TNF tipo 2,
que desencadeia uma série de eventos transcricionais, que geralmente sdo descritos
como respostas protetoras e ndo apoptoticas, levando ao crescimento celular,
proliferacéo e protegendo contra a ativacédo de eventuais mecanismos deletérios ativados

pelos receptores tipo |. "
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1.2.3) Polimorfismo genético do fator de necrose tumoral-«

Polimorfismos genéticos podem influenciar o comportamento das citocinas na
insuficiéncia cardiaca. Um das mais estudados é a mutacdo na regido promotora do
gene do TNF, a —308 pares de bases do sitio de iniciacado, que constitui uma mutacao
pontual, com substituicdo de guanina ( G ) por adenina ( A)

A mutacdo em questdo tornaria o gene mais predisposto a transcrigdo, e assim
aumentaria a expresséo do gene do TNF “°.

Este polimorfismo ja foi associado a aumento dos niveis de TNF ap0s

circulagdo extracorpérea e maior morbidade ’

e também predispde a disfuncao
miocéardica nao-isquémica em uma populacéo caucasiana ‘®. Ha relatos como o de
ITO e cols °, que notaram maior freqiiéncia do alelo 2 do gendtipo —308 em
pacientes com miocardiopatia dilatada se comparado com controles normais.

Entretanto, tal autor ndo encontrou relacdo entre o gendtipo e niveis séricos de

citocinas.
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1.2.4) Interleucina-6 ( IL-6)

A interleucina-6 é uma importante parte da resposta do coracao ao estiramento
miocardico, sendo um dos mecanismos que fazem a transducao de sinal da distensao
miocéardica a hipertrofia. A IL-6 liga-se em seus receptores ( IL6R ) , induzindo a
fosforilacdo da proteina gpl130 via Janus quinase (JAK ) e ativa uma importante via de
sinalizacdo que leva & hipertrofia miocardica®, chamada de via de ativacdo JAK / STAT (
transdutor de sinal e ativador da transcricao ). A ativacao da gp 130 parece ser importante
na transicdo entre hipertrofia compensatéria e faléncia cardiaca 2

Resssalta-se que a IL-6 tem importante valor prognéstico em insuficiéncia

82 tém associado

cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada ou isquémica. Estudos
niveis maiores que 5pg/ml a maior mortalidade em tais pacientes. O nivel de corte
associado com maior mortalidade varia de acordo com o estudo, sendo em alguns de

6,97pg/ml ** e em outros de 4,4 pg/ml®.
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1.2.5) Interleucina 1-beta (IL-173)

A interleucina-13 € descrita como tendo importante papel na hipertofia
miocéardica. Em modelos experimentais de hipertrofia ventricular, a IL-1p tem niveis
elevados a medida que progride a hipertrofia ventricular,e aumenta de maneira
expressivamente quando se iniciam os sinais de insuficiéncia cardiaca.

Sassayama e cols !

observaram a correlacdo da quantidade de RNA
mensageiro para IL-1p e a massa ventricular, através de um mecanismo

independente de Oxido nitrico, asssociada com expressdao de genes fetais e

84 85

diminuicdo de genes reguladores de calcio .Por outro lado, Cain e cols
demonstraram o0s efeitos miocardiodepressores da IL-1B, induzindo disfuncéo
ventricular in vitro, juntamente com o TNF, provavelmente através mecanismo 6xido
nitrico (NO) - dependente " % | podendo contribuir com a deterioracdo
hemodinamica que se observa nas fases finais da insuficiéncia aértica.

Os mecanismos bioldgicos responsaveis por esse efeito cardiodepressor das
citocinas séo, entre outros: a) um aumento na atividade da Oxido-nitrico sintase
(NOS) constitutiva do musculo cardiaco 3, b) aumento da NOS indutivel ( iNOS)
com consequente aumento na producéo de NO e peroxinitrito ®.

A IL-1B pode independentemente desacoplar receptores beta-adrenégicos no

miocardio, ® e ativar metaloproteinases da matriz extracelular, promovendo assim

fibrose intersticial. **
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A acédo da IL-1B como desencadeante de hipertrofia ventricular também é vista

em doencas na qual esta citocina € produzida como resposta a infecgao.
Recentemente PETERSEN e cols % demonstraram que sobrenadante de células
infectadas com T. cruzi podiam induzir hipertrofia em cardiomiécitos isolados, de

modo que a IL-1B pode ser uma das causadoras da hipretrofia ventricular e fibrose

observadas na doenca de Chagas.



26
1.2.6 ) Endotelina-1 (ET-1)

Outro mediador importante na remodelacdo ventricular e na insuficiéncia
cardiaca é a endotelina-1 ( ET-1 ), que ndo € uma citocina, mas uma proteina de 21
residuos de aminoacidos. E um peptideo vasoconstritor produzido pelo endotélio, que
possui multiplas acdes no sistema cardiovascular. Além dos efeitos vasoconstritores,
€ importante na regulacdo hemodinamica na insuficiéncia cardiaca, assim como €
importante no remodelamento vascular e miocéardico. * A sintese da endotelina-1 é
estimulada por muitos fatores de estresse cardiovascular, como citocinas,
neurohorménios, trombina e estresse mecanico. **

A ET-1 faz parte de uma familia grande de peptideos correlatos. E secretada
do endotélio quando seu precussor, a endotelina-1-grande € clivada pela enzima
conversora de endotelina. As acfes da endoletina sdo complexas, agindo via dois
receptores, determinados de ET(A) e ET(B). A ativacao de receptores ET(A) induz
vasoconstricdo, enquanto que estimula a producao de 6xido nitrico, tendo um papel
regulatério de vasoconstricdo. %2 Estudos demonstram que a ET-1 pode estimular
producao de TNF e assim contribuir para a ativacdo do sistema das citocinas na ICC
% Além disso niveis de ET-1 elevados tem sido associados a maior mortalidade em
pacientes com insuficiéncia cardiaca. **

Pesquisas atuais de remodelacédo ventricular tém enfatizado a importancia dos
aspectos neurohumorais nos mecanismos de adaptacdo e desadaptacdo do
ventriculo esquerdo.Considerando que a remodelacdo ventricular esquerda na
insuficiéncia adrtica € uma das mais acentuadas dentre todas as doencas
cardiovasculares, presume-se que tais mecanismos de remodelacdo ventricular
esquerda estejam bastante ativos.Desta forma as citocinas proinflamatorias podem

estar envolvidas ndo apenas na remodelacdo ventricular, mas também no



desenvolvimento da disfuncdo ventricular esquerda que caracteriza

avancadas da insuficiéncia aértica.
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Figura 1 — Modelo proposto para a ativagdo do sistema das citocinas na insuficiéncia
aortica. A distensdo miocardica ativa varios sistemas de segundo mensageiro e
diretamente induz expressdo de protooncogenes, sintese proteica e estimula a liberacao
autocrina de angiotensina Il. A angiotensina também promove a liberacdo de endotelina
de miocitos. O miocardio hipertrofiado passa por varias mudancas fisiologicas e
bioquimicas até que se estabelece a ICC, com acentuada ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona para tentar manter a homeostase interna, sendo que como
potente vasoconstritor a angiotensina contribui para aumentar a pés-carga . A distensao
mecanica induz a expressdo de fatores quimiotaticos para macrofagos e a sintese de
TNF-a pelo miocérdio, o que faz com que mondcitos sejam recrutados e estimulados a
produzir citocinas como a IL-1p e IL-6 entre outras, que promovem 0 crescimento de
midcitos e remodelacdo ventricular esquerda. Estas citocinas sdo também responsaveis
por induzir disfuncéo cardiaca. A IL-1 também estimula a producdo de endotelina, que

também é miocardiodepressora. ( modificado de Sassayama e cols **

) ( Legenda:
MCAF/MCP1 = Fator quimeotatico para mondcitos / proteina quimeotatica para
monacitos, IL-1p = Interleucina 1 beta , TNF-a - Fator de necrose tumoral-alfa , Angioll

— angiotensina Il, IL-6 — Interleucina 6, ICC — Insuficiéncia cardiaca. )



29
Assim podemos postular que o complexo sistema das citocinas proinflamatdrias

esta envolvido de maneira importante na resposta miocardica as sobrecargas de volume
e de pressdo, como € o0 caso da insuficiéncia adrtica, podendo ser um mecanismo de
influéncia na transicdo da hipertrofia compensatoria para a instablizacdo clinica. A
transicdo da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca pode ser um resultado
da modulacdo da estrutura e funcdo dos cardiomiocitos ndo s6 pelas condi¢cdes de
sobrecarga mecanica mas também por processos neurohumorais sistémicos ou locais.

Com estas evidéncias torna-se de fundamental importancia o estudo do sistema
das citocinas para a compreensao dos mecanismos que influenciam a adaptacdo do
ventriculo esquerdo a insuficiéncia aortica. Este sistema poderia ser um dos mecanismos
responsaveis pela adaptacéo inicial & sobrecarga de volume-pressédo, se manteria com
pouca atividade na fase assintomatica, em que temos diminuicdo da tensdo da parede do
ventriculo esquerdo e estaria muito ativado na fase sintomatica e final da doenca, em que
novamente temos uma tenséo elevada da parede ventricular esquerda, contribuindo para
sua deterioracao e rapida instalacdo de disfuncéo ventricular.

O sistema das citocinas proinflamatorias foi pouco estudado em doencas
valvares, havedo quatro estudos na literatura , em estenose mitral >, estenose adértica *°
e Insuficiéncia mitral *>%®. Apenas um destes estudos *° analisou pacientes reumaticos .

Até hoje nenhum estudo analisou o perfil de citocinas na valvopatia que promove a
mais expressiva remodelacao ventricular, que € a insuficiéncia adrtica. Assim, de forma
inédita na literatura estudamos o perfil de citocinas proinflamatérias em pacientes com

insuficiéncia aortica.
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2)- Objetivo

O objetivo primario é analisar niveis de citocinas proinflamatérias e seus
antagonistas, relacionando-os com alteracdes morfologicas, atraves do
ecodopplercardiograma e funcionais ( presenca ou ndo de sintomas ) em uma populacao de
pacientes com insuficiéncia aortica crénica importante.

Como objetivo secundario analisamos o polimorfismo genético do TNF, e

relacionarmos com os niveis de citocinas, sintomas, geometria e funcéo ventricular.



Casuistica e meétodos
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3)- Casuistica e métodos

3.1) Populacao: avaliacao clinica

A populacdo do estudo foi constituida de pacientes portadores de insuficiéncia
aortica crbnica importante em acompanhamento no Ambulatério da Equipe de
Cardiopatias Valvares do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo ( HC-FMUSP ). O diagndstico de insuficiéncia
adrtica crénica importante obedeceu aos critérios de Spagnuolo e cols °" modificados,
ou seja presenca de indice cardiotoracico > 0.50, sobrecarga ventricular esquerda ao
eletrocardiograma, pressdo de pulso > 80 mmHg e pressao arterial diastélica < 60
mmHg. Para cada paciente foi realizada avaliacao clinica e laboratorial completa, assim
como a dosagem plasmatica do perfil de citocinas proinflamatorias. Desta forma foi
realizado um estudo transversal.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela comisséo cientifica e de ética do
Instituto do Coracéo e pela comisséo de ética em pesquisa do Hospital das Clinicas sob
0 numero 1691/00/52 e foi financiada pela fundacdo de amparo a pesquisa do Estado de
Séo Paulo ( FAPESP ) , protocolo auxilio-pesquisa 00 / 09472-2.

Foram excluidos o0s pacientes que apresentavam as seguintes
caracteristicas: a) idade inferior a 18 anos ou superior a 60 anos; b) presenca de
fibrilacdo atrial; c) presenca de outra valvopatia, d) presenca de outra cardiopatia
associada e) sinais de atividade reumatica, clinicos e laboratoriais f) outras patologias
concomitantes como infec¢des, insuficiéncia renal, neoplasias e doencgas autoimunes ou
inflamatorias.  Quanto a valvopatias associadas, apenas a insuficiéncia mitral

quantificada ecocardiograficamente no maximo como discreta foi tolerada.
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Pacientes em uso de beta-bloqueadores ou inibidores da enzima de conversdo da

angiotensina tiveram estes farmacos suspensos trés dias antes da coleta dos exames
laboratoriais, ja que estes podem influenciar os niveis séricos de citocinas
proinflamatérias. Para os pacientes que faziam uso de profilaxia secundaria para Febre
Reumadtica, a coleta de sangue foi realizada com intervalo minimo de semana apos a
aplicacao intramuscular.

Foi analisado um grupo controle de doze individuos sem cardiopatia ou outras
doencas,com média de idade de 40 + 9,5 anos, selecionados dentre voluntarios
saudaveis no Instituto do Cora¢cdo — HCFMUSP

Seguindo os critérios acima descritos, a casuistica foi composta de 89 pacientes. A
média de idade foi de 33.64+11.51 anos, com 76 ( 85,3 % ) pacientes do sexo
masculino. Todos pacientes eram portadores de valvopatia de origem reumatica. O
diagnéstico de Febre Reumatica foi realizado pela historia clinica ou por achado de
valvopatia compativel com Febre Reumética a ecocardiografia, especialmente a
presenca de fusdo comissural em valva mitral ou o “domo” de valva mitral no modo
bidimensional, corte paraesternal longitudinal. A tabela 1 demonstra as caracteristicas
demograficas da populagéo estudada.

Dentro da populagdo estudada, 54 pacientes estavam assintomaticos ( 60 % ) e 35 (
40% ) sintomaticos. Quando divididos por classes funcionais, temos que 54 ( 60% )
estavam em classe funcional | da New York Heart Association ( NYHA ), 25 ( 28% ) em
classe funcional I, 9 ( 10% ) em classe funcional Ill e um paciente ( 1,1 % ) em classe
funcional IV. Tabela 2. 48 pacientes ( 52,7 % ) estavam em uso de penicilina benzatina
como profilaxia secundaria na dose de 1.200.000 Ul por via intramuscular a cada 21 dias
como profilaxia secundaria para a Febre Reumatica. Vinte e um ( 23% ) medicados com
digoxina 0,25 mg/dia, 10 ( 10,9 % ) com furosemide 40mg / dia, e 8 ( 8,8 % ) com

diuréticos tiazidicos. Nos onze ( 12% ) pacientes medicados com captopril, o farmaco foi
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suspenso trés dias antes da coleta. Dezenove ( 20,9% ) ndo utolizavam qualquer tipo de

medicacao.

Assintomaticos Sintomaticos
Idade 32.57+10.49 35.41+ 12.96
Altura 170.01+9.52 169.44+ 8.21
Peso 71.55+ 13.45 68.31+9.83

Tabela 1 — Variaveis Gerais
CFlI CF 1l CF 1l CF IV

n 54 25 9 1
(%) (60) (28) (10,0) (1,1)

Tabela 2 — Distribuicdo da amostra por classes funcionais.
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3.2) Avaliacao laboratorial

Os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente, sendo anotados dados
sobre etiopatogenia, tempo de conhecimento da valvopatia e sintomas ( dispnéia ),
defindos em classes funcionais, obedecendo os critérios da NYHA. Foi realizado exame
fisico completo, com énfase para pressdo arterial, frequéncia cardiaca, ausculta
cardiaca e pulmonar, presenca de hepatomegalia e edema de membros inferiores.
Todas as classificacfes quanto a classe funcional foram feitas pelo mesmo examinador,

o qual ndo tinha informacdes sobre exames comolementares durante a avaliacao.

3.3) Exames néo-invasivos:

Todos os pacientes foram submetidos ao ecodopplercardiograma , sendo
observados o0s valores de diametro diastolico, diametro sistélico, fracdo de
encurtamento, massa, relacdo volume-massa, diametro do atrio esquerdo e diametro da
aorta. O intervalo entre a avaliacao clinica, com realizacdo das coletas de sangue e a

avaliacao ecocardiografica foi sempre inferior a dois meses.
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3.3.1) Ecocardiografia

As interpretacbes obedeceram as recomendacdes da Associacdo Americana de

Ecocardiografia.

Foram estudados, particularmente:
« diametro diastolico final da cavidade do VE: DD (mm);
« diametro sistdlico final da cavidade do VE: DS (mm);

« relagdo volume diastélico final (VDF) do VE/massa (M) (ml/g), M(g) obtida por meio da

férmula [1,05 x (DD + EDP + EDS)3 - (DD)3] + 0,6, onde EDP ¢é a espessura diastdlica de

parede posterior (mm) e EDS é a espessura diastélica do septo interventricular (mm);

« fracdo de ejecdo do VE pelo método de Teicholtz - wvalor normal

FEECO > 0,55

Nos 89 pacientes analisados a espessura média do septo foi de 10.26£1.56mm, a
espessura meédia da parede posterior foi de 10.18+1.47 mm. O didmetro diastélico
médio do ventriculo esquerdo foi de 71.78+8.43 mm, o didmetro sistélico médio do
ventriculo esquerdo foi de 50.38+9.27 mm e a fracdo de ejecdo média calculada pela
ecocardiografia foi de 0.64+0.11. O didmetro médio da aorta foi de 38.40+5.42 mm
enquanto que o didmetro médio do atrio esquerdo foi de 39.91+5.10 mm. A massa
média do ventriculo esquerdo avaliada pela ecocardiografia foi de 232.88+71.48 g e a
relagdo volume-massa média foi de 0.94 = 0.25 mm. A tabela 3 resume as

caracteristicas ecocardiogréaficas da populacdo estudada.
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Variavel Média + desvio-padréo
Septo (mm) 10,26+1,56

PP (mm) 10,18+1,47

DDVE ( mm) 71,78+8,43

DSVE ( mm) 50,38+9,27

FE 0,64+0,11

AO (mm) 38,40+5,42

AE (mm) 39,91+5,10

Massa (g) 232,88+71,48

VIM (g) 0,94+ 0,25

Tabela 3 — Médias e desvios-padrao das variaveis ecocardiograficas. S = septo PP

= parede posterior DDVE = diametro diastélico do ventriculo esquerdo DSVE= diametro

sistélico do ventriculo esquerdo FE = fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo avaliada

pela ecocardiografia AO = didmetro da aorta AE = didametro do atrio esquerdo MASSA =

massa do ventriculo esquedo, estimada pela ecocardiografia V/IM = Rela¢do volume-

massa estimada pela ecocardiografia.

A tabela 4 relaciona as varidveis ecocardiograficas de pacientes sintométicos e

assintomaticos.




Assintomaticos

Sintomaticos

Septo (mm) 10.18+1.34 10.36+1.85
PP (mm) 10.11+1.31 10.25+1.69
DDVE ( mm) 70.01+7.60 74.61+8.98
DSVE (mm ) 47.74+6.77 54.80+10.86
Aorta (mm) 38.29+4.92 38.83+5.95
Atrio esquerdo (mm) |39.37+4.92 40.69+5.39
Fracao de ejecdo 0.67+0.06 0.58+0.13
Massa (g) 226.4+58.75 243.66+ 88.84
V/M(ml/g) 0.89+0.15 1.02+0.35

39

Tabela 4 — Variaveis ecocardiogréficas, distribuicdo em relacdo a sintomas. Legenda :

PP = parede posterior, DDVE = didametro diastélico do ventriculo esquerdo, DSVE =

didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo V /M = rela¢@o volume / massa.

Definindo-se como disfuncédo ventricular esquerda valor de fracdo de ejecdo menor

que 0,55 pelo ecocardiografia, 77 pacientes ( 84,6 % ) possuiam fracdo de ejecdo

normal e 14 ( 15,4 %) possuiam disfuncdo ventricular esquerda, ou seja, fracdo de

ejecao menor que 0,55.
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3.4) Protocolo de coleta de sangue:

O sangue para o estudo foi colhido da veia antecubital, em tubos contendo EDTA
( para as analises de plasma) e em tubos secos estéreis ( para as analises de soro).
Pacientes em uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina tiveram estes
farmacos suspensos 72 horas antes da coleta. Os tubos foram imediatamente imersos
em gelo imediatamente apds a coleta e entdo centrifugados a 4°C por 15 minutos a
1,000g para as andlises de plasma ou deixados para coagular por 1 hora antes de
centrifugacdo a 4° C por 10 minutos a 1,000g para as andlises de soro. . As amostras
foram aliquotadas separadamente e congeladas imediatamente a —80° C para andlise

posterior.

3.5) Dosagem :

Quando sdo avaliados os niveis seéricos das citocinas proinflamatérias, € de
grande importancia que sejam medidos os niveis de seus respectivos moduladores

endégenos soltveis %8 %

para uma completa avaliacdo da atividade biolégica destas.
Assim realizamos a dosagem dos niveis plasmaticos do TNF e dos receptores soluveis
de TNF tipo | (STNFRI ) e tipo Il ( STNFRII ), IL-6, receptor soltvel de IL-6 ( IL6R) , IL-1/3
e seu antagonista, o antagonista do receptor de IL-1 (IL1-RA ). Para uma melhor
compreensao do sistema das citocinas proinflamatorias foi realizada também a dosagem
dos niveis séricos de endotelina-1.

As dosagens plasmaticas foram feitas por ELISA quimioluminescente

automatizado ( Immulite®, DPC ) para o TNF, IL-15 e IL-6 e ELISA com kits especificos

comerciais de alta sensibilidade ( Quantikine®, RND systems ) para o STNFRI, STNFRII,
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ILBR e IL1RA e kit especifico de ELISA ( Parameter® , RND systems ) para a

endotelina-1 .

Além destas dosagens séricas, DNA gendmico foi extraido de sangue total
através de técnica de extracdo por sal , gerando amostras que também foram
aliquotadas e estocadas a —800C . Tais amostras destinam-se a analises genéticas dos
pacientes, sendo que ja foi realizada a analise do polimorfismo genético do TNF, dados
gue foram incuidos no presente estudo. O polimorfismo estudado se localiza na regiao
promotora do gene a 308 pares de bases do sitio de inicia¢do, e constitui uma mutagéo
pontual, com substituicdo de guanina ( G ) por adenina ( A ).. A genotipagem foi
realizada através da amplificacdo por reacdo de PCR de sequéncias flanqueando a
regido polimérfica e digestdo enzimatica com endonuclease Not-1 . Os produtos da
digestdo foram analisados através de eletroforese em gel de agarose e visualizados
através de coloragdo com brometo de etideo.

Denominamos o polimorfismo como alelo 1 quando h& a presenca de guanina na

posicdo —308 , e como alelo 2 quando a posi¢do estd com adenina .
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4) Analise estatistica

4.1)Analise descritiva:

Para as variaveis quantitativas (idade, DDVE, DSVE, FE,...) esta
analise foi realizada através da observacédo dos valores minimos e maximos, e do céalculo
de médias e desvios-padrao e medianas. Para as variaveis qualitativas (presenca ou nao

de determinado parametro) foram calculadas frequéncias absolutas e relativas.

4.2) Analise comparativa:

Para se testar a homogeneidade de grupos em relacdo as propor¢des foi

100

utilizado o teste qui-quadrado e 0 teste exato de Fisher, que é indicado para a

comparacdo de propor¢cdes quando caselas de respostas apresentam frequéncias
esperadas menor do que 5%,

Para a comparacao entre média de dois grupos independentes foi utilizado o
teste t de Student '®°;: quando a normalidade dos dados foi rejeitada utilizou-se o teste n&o-
paramétrico de Mann-Whitney 1.

Para a comparacédo entre média de trés grupos independentes foi utilizada a
Andlise de Variancia a um fator e as comparacfes multiplas foram realizadas através do
teste de Bonferroni *°° ; quando a normalidade dos dados foi rejeitada utilizou-se o teste
nao-parameétrico de Kruskal-Wallis com comparacfes multiplas realizadas através do teste
de Dunn %,

Para o estudo da correlacdo entre duas variaveis foi utilizado o coeficiente de

correlacéo de Pearson *®.
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Em algumas andlises as variaveis: IL6, IL-6R, TNF-a,, STNFRI, STNFR II, IL-1f,

IL-1RA e endotelina foram analisadas através da transformacéo logaritmica, para obtermos
a normalidade dos dados.

Todos os testes foram realizados admitindo-se nivel de significancia de 5%.'%



Resultados
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5) Resultados

5.1) Niveis plasméticos de Fator de necrose tumoral-alfa ( TNF )

Foram realizadas dosagens séricas do TNF em 89 pacientes. Os niveis
plasmaticos médios de TNF foram de 92.65+110.24 pg/ml, sendo significantemente
mais elevados que em controles normais ( média de 1.67+1.21pg/ml ), p =0,0001. Nao
observamos diferenca entre os niveis de TNF entre pacientes assintomaticos e

sintomaticos (p = 0.887) como podemos notar na tabela 5 e 6 e na figura 2.

Controles I1Ao
N=12 n=2389 p
TNF (pg/ml) |1,67+1,21 92,65+110,24
logTNF 0,26+0,73 3,81+1,30 0,0001

Teste t

Tabela 5 — Comparacédo entre niveis séricos de TNF em pacientes com insuficiéncia
aortica ( 1Ao ) e controles normais. TNF = fator de necrose tumoral alfa. LogTNF —

Transformacéo logaritmica das concentracfes de TNF.
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0 T .
Controles* Assintomaticos Sintométicos
* = p<0,001
Controles Assintomaticos Sintomaticos p
N=12 n=>53 n=35
TNF (pg/ml) |1,67+1,21 86,91+85,21 103,49+ 141,43
LogTNF 0,26%0,73 3,84+1,23 3,80+1,42 <0,001

analise de variancia a um fator

Tabela 6 e figura 2 — Comparacdo entre niveis de TNF em controles, pacientes
assintomaticos e sintomaticos. TNF = fator de necrose tumoral alfa. logTNF —

transformacdao logaritmica das concentracdes de TNF.

Pela andlise de variancia a um fator, observamos que 0s grupos controle,
assintomaticos e sintomaticos diferem significativamente ( p<0,001 ). Através do teste de
Bonferroni observamos que o grupo controle difere significativamente dos demais
grupos (p< 0.05).

Separando o0s pacientes por classes funcionais, ndo notamos diferenca entre os

niveis plasmaticos de pacientes em CFIl, CFlle CF llle IV (p =0,899). Tabela 7.
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CFI CFII CFlI/ IV p
n=53 n=26 n=9

TNF (pg/ml)  |86,92+85,22 110,02+158,07 |84,63+79,99

logTNF 3,84+1,24 3,74+1,54 3,97+1,07 0,899

analise de variancia a um fator

Tabela 7 — Relacdo entre os niveis plasmaticos de TNF e classes funcionais. TNF =

fator de necrose tumoral alfa. logTNF — transformacao logaritmica das concentracdes de

TNF.

Analisando a relacdo entre fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis

plasmaticos de TNF ndo observamos relacdo com os grupos definidos pela fracdo de

ejecao. Tabela 8.
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TNF (pg/ ml) logTNF p
FE > 0,55 88,68+110,73 3,77+1,28
n=75
<0,55 113,84+109,06 4,00+1,45 0,545
n=14

analise de variancia a um fator

Tabela 8 — Relacéo entre niveis plasmaticos de TNF e funcao ventricular, aferida pela
ecocardiografia. TNF = fator de necrose tumoral alfa. LogTNF - transformacao

logaritmica das concentracdes de TNF. FE = fracdo de ejecao pela ecocardiografia.

N&o observamos relagcéo entre niveis plasmaticos de fator de necrose tumoral — alfa
e diametro diastolico do ventriculo esquerdo ( r = -0,013, p = 0,93 ) , didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo ( r =-0,005 p = 0,97 ) e fracdo de ejecéo pela ecocardiografia ( r
=0,008,p=0,95).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte de
75mm para o diametro diastdlico e 55mm para o diametro sistélico, ndo obtivemos

correlacéo entre diametros e niveis plasmaticos de TNF. Tabela 9.
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TNF (pg/ ml) logTNF p
DDVE > 75 87,64 + 85,95 3,82+1,30
(mm) n= 33
<75 95,60 + 122,97 |3,81+1,31 0,970
n= 56
DSVE > 55 88,60 + 91,98 3,78+1,36
(mm) n= 22
<55 95,27 + 116,61  |3,84+1,28 0,844
n= 66

Tabela 9 - Niveis de TNF em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos diametros

ventriculares. TNF = fator de necrose tumoral alfa. LogTNF — transformacao logaritmica

das concentra¢gGes de TNF, DDVE = diametro diastolico do ventriculo esquerdo, DSVE =

diametro sistdlico do ventriculo esquerdo.
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5.2) Niveis plasméticos de receptores soltveis de TNF tipo | (STNFR |)

Nos 40 pacientes analisados, 0s niveis plasmaticos médios de receptores soluveis
de TNF tipo | ( STNFR | ) foram de 894.75+348.87 pg / ml. Tais niveis foram
significantemente maiores do que aqueles do grupo controle ( 521,42 + 395,13 pg/ml ) ,
p = 0,0078 Os niveis plasmaticos de sTNFR | ndo foram diferentes entre pacientes

sintomaticos e assintomaticos. Tabela 10, 11 e figura 3.

Controles IAo

N=12 n=289 p
STNFR I (pg/ml) |521,42+395,13 894,75+348,87
logsTNFR | 5,96+0,81 6,72+0,37 0,0078

Teste t

TabelalO — Niveis séricos de STNFRI em pacientes com Insuficiéncia aodrtica ( 1A0 ) e
controles normais. STNFR | = receptor soluvel de TNF tipo I, LogsTNFR | =

transformacéo logaritmica dos niveis de receptor soltvel de TNF tipo I.
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Controles

N=12

Assintomaticos

n=21

Sintomaticos

n=19

STNFR I (pg/ ml)

521,42+395,13

906,82+ 299,62

881,41+ 404,47

logsTNFR |

5,96+0,81

6,75+ 0,36

6,70+0,39

< 0,001

analise de variancia a

um fator

Tabela 11 e figura 3 — Niveis de receptores solaveis de TNF tipo | em controles,

pacientes sintomaticos e assintomaticos.

STNFR | = receptor soluvel de TNF tipo I,

LogsTNFR | = transformacao logaritmica dos niveis de receptor soluvel de TNF tipo I.

Pela andlise de variancia a um fator, observamos que 0s grupos controle,

assintomaticos e sintomaticos diferem significativamente ( p<0,001 ). Através do teste de

Bonferroni observamos que o grupo controle difere significativamente dos demais

grupos (p< 0.05).

Separando o0s pacientes por classes funcionais, ndo notamos diferenca entre os

niveis plasmaticos de pacientes em CFI, CFlle CF lll e IV (p = 0.485). Tabela 12
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CFIl/ IV p

n=21 n=10 n=9

STNFR I (pg/ml) [906,82+299,62 |768,91+253,53 |1006,41+ 512,24

logsTNFR | 6,75+0,37 6,61+0,26 6,8+0,49 0,893

analise de variancia a um fator

Tabela 12 — Niveis de receptores soluveis de TNF tipo | e classes funcionais. sTNFR | =
receptor solavel de TNF tipo I, LogsTNFR | = transformacé&o logaritmica dos niveis de

receptor soltvel de TNF tipo I.

Analisando a relacdo entre fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis
plasmaticos de sTNFRII, ndo observamos relacdo com os grupos definidos pela fracao

de ejecdo. Tabelal3.

STNFR I (pg/ml) |logsTNFR I p
FE > 0,55 922,17+373,55 6,75+0,40
n=31
<0,55 800,31+238,97 6,65+0,27 0,487
n=9

Tabela 13 — Relacéo entre niveis plasmaticos de sTNFR | e funcéo ventricular, aferida
pela ecocardiografia. STNFR | = receptor soliavel de TNF tipo I, LogsTNFR | =
transformacéao logaritmica dos niveis de receptor soltvel de TNF tipo I.

FE eco = fracdo de ejecao pela ecocardiografia.
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N&o observamos relacdo entre niveis plasmaticos de fator de necrose tumoral —
alfa e diametro diastélico do ventriculo esquerdo ( r = -0,08, p = 0,60 ) , diametro
sistélico do ventriculo esquerdo ( r = -0,139 p = 0,39 ), fracdo de ejecdo pela
ecocardiografia (r = 0,166, p = 0,30 ).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte
de 75mm para o diametro diastolico e 55mm para o diametro sistolico, também nao

obtivemos correlacéo entre diametros e niveis plasmaticos de TNF. Tabela 14.

STNFR I (pg/ml) |logsTNFR I p
DDVE > 75 875,78 + 309,45  |6,72+0,35
(mm) n= 20
<75 913,72 + 391,54 6,74+0,41 0,863
n= 20
DSVE > 55 861,80 + 311,80  |6,70+0,35
(mm) n= 14
<55 914,82 + 379,47  |6,74+0,40 0,754
n= 25

Tabela 14 - Niveis de STNFR | em relagdo a grupos de pacientes definidos pelos
didametros ventriculares. STNFR | = receptor soluvel de TNF tipo I, LogsTNFR | =
transformacao logaritmica dos niveis de receptor soltvel de TNF tipo |, DDVE = diametro

diastélico do ventriculo esquerdo, DSVE = didmetro sistélico do ventriculo esquerdo.
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5.3) Niveis plasméticos de receptores soluveis de TNF tipo Il (STNFR 1)

Nos 40 pacientes analisados, 0s niveis plasmaticos médios de receptores soluveis

de TNF tipo Il ( STNFR I1') foram de 1879.65+596.12 pg / ml. Os niveis plasmaticos de

STNFR Il ndo foram diferentes entre pacientes sintomaticos e assintomaticos. Tabelalb.

Assintomaticos Sintomaticos P
N=21 N=19

STNFR Il (pg/ ml) 1868,75+530,54 1891,68+ 675,93

logsTNFR I 7,49+0,27 7,4940,3 0,992

Tabela 15 — Niveis de receptores sollveis de TNF tipo Il em pacientes sintomaticos e

assintomaticos.

STNFR Il = receptor solavel de TNF tipo II,

LogsTNFR 1l =

transformacao logaritmica dos niveis de receptor soluvel de TNF tipo Il.

Separando os pacientes por classes funcionais, também n&do notamos diferenca

entre os niveis plasmaticos de pacientes em CFI, CFll e CF lll e IV (p = 0.893). Tabela

16.
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CFI CFlI CFlI/ IV P

n=21 n=10 n=9

STNFR Il (pg/ml) |1868,76+530,55 |1805,94+473,3 |1986,97+869,8

3

logsTNFR 1l 7,50+0,27 7,47+0,26 7,53%0,35 0,893

analise de variancia a um fator

Tabela 16 — Niveis de receptores soluveis de TNF tipo Il e classes funcionais. sTNFR II
= receptor soluvel de TNF tipo Il, LogsTNFR II = transformacéo logaritmica dos niveis

de receptor soltuvel de TNF tipo Il.

Analisando a relacdo entre fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis
plasmaticos de sTNFRII, nao observamos relacdo com os grupos definidos pela fracao
de ejecao tanto pela ecocardiografia quanto pela ventriculografia radioisotopica. Houve,
entretanto tendéncia nao significativa ( p = 0,076 ) a niveis maiores de sSTNFR Il em

pacientes com fracdo de ejecéo aferida pela ecocardiografia maior que 0,55. Tabela 17.

STNFR Il (pg/ml) |LogsTNFR Il P
FE > 0,55 1959,32+619,5 7,54+0,28
n=31
<0,55 1605,21+428,9 7,35+0,26 0,076
n=9

analise de variancia a um fator

Tabela 17 — Relacéo entre niveis plasméaticos de sTNFR Il e funcdo ventricular, aferida
pela ecocardiografia. STNFR Il = receptor soluvel de TNF tipo Il, LogsTNFR Il =
transformacéo logaritmica dos niveis de receptor soltvel de TNF tipo Il.

FE = fracdo de ejecdo pela ecocardiografia.
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N&o foi observada correlacdo entre os niveis de sTNFR Il e a fracdo de ejecéo,

medida pela ecocardiografia (r = 0,219, p =0,17).

Dividindo-se os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte

de 75mm para o didametro diastélico e 55mm para o diametro sistélico,

observamos

correlacdo entre diametros e niveis plasmaticos de sTNFRII. Pacientes com diametro

diastolico do ventriculo esquerdo maior que 75 mm tiveram niveis de sSTNFR Il

significantemente ( p = 0.025 ) menores do que pacientes com diametro diastolico menor

que este valor, e pacientes com diametro sistélico maior que 55mm tiveram de modo

semelhante niveis significantemente ( p = 0.034 ) menores de sTNFR Il que aqueles

com diametro sistélico menor 55 mm. Tabela 18.

STNFR Il (pg/ ml) |logsTNFR II P
DDVE =75 1673,57 + 372,40 7,39+0,22
(mm) n= 20
<75 2085,72+708,05 7,59+0,30 0,025
n= 20
DSVE > 55 1608,67 + 327,13 7,36+ 0,20
(mm) n= 14
<55 2010,15 + 668,70 7,56+0,29 0,034
n= 25

analise de variancia a um fator

Tabela 18 - Niveis de sTNFR Il em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos

didametros ventriculares. STNFR Il = receptor solivel de TNF tipo II,

transformacao logaritmica dos niveis de receptor soluvel de TNF tipo Il, DDVE

LogsTNFR I

didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo, DSVE = diametro sistolico do ventriculo

esquerdo.
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Foi observada correlacdo significativa, entretanto, entre os niveis plasmaticos de
STNFR Il e o diametro diastdlico do ventriculo esquerdo ( r = -0,329, p = 0,038 ) e 0
diametro sistélico do ventriculo esquerdo ( r = -0,352, p = 0,027 ), como pode ser visto

nas figuras 4 e 5
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Figuras 4 e 5 — Graficos de regressdao mostrando a correlacdo entre os niveis de
STNFRII e DDVE ( r =-0,329, p = 0,038) e entre sSTNFRIl e DSVE (r =-0,352, p = 0,027
). STNFR Il = receptor solivel de TNF tipo Il, DDVE = diametro diastolico do ventriculo

esquerdo, DSVE = diametro sistélico do ventriculo esquerdo.
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5.4) Polimorfismo genético do Fator de Necrose Tumoral-alfa

Apés analise genética de 88 pacientes, 66 ( 75% ) pacientes foram
identificados para o polimorfismo estudado como gendétipo 1/1, 19 ( 21,6 % ) foram
identificados como 1/2 e 3 ( 3,4 % ) como gendtipo 2/2. Houve associacao significativa

(p =0,035) entre o genadtipo e a sintomatologia dos pacientes. Tabela 19

Polimorfismo genético do TNF total
1/1 1/2 2/2
Assintomaticos n 35 16 2 53
% 66,04 30,19 3,77
Sintoméaticos n 31 3 1 35
% 88,57 8,57 2,86
66 19 3 88

P = 0,035, teste exato de Fisher.

Tabela 19 — Relacao entre sintomatologia e variantes genéticas do TNF.

Ao dividirmos os pacientes em classes funcionais da NYHA, em CF I, CF lle Cfll e

IV notamos que persiste associacdo significativa ( p = 0,048 ) entre genotipo e sintomas.

Tabela 20.

Entre os pacientes assintomaticos, encontramos 66% de gendtipo 1/1, 30% de

gendtipo 1/2 e 4% de gendtipo 2/2, enquanto que entre pacientes sintomaticos



60
encontramos 88% de gendtipo 1/1, 9% de gendtipo 1/2 e 3% de gendtipo 2/2, uma

associacao significante ( p=0.035)

Polimorfismo genético do TNF total
1/1 1/2 2/2
CF 1 n 35 16 2 53
% 66,04 30,19 3,77
CF 1l n 23 3 0 35
% 88,46 11,54 0,00
CFI/iv n 8 0 1 88
% 88,89 0,00 11,11
66 19 3 88

P = 0,048, teste exato de Fisher.

Tabela20- Relacao entre classes funcionais e variantes genéticas do TNF.

Pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis ndo observamos diferenca entre
os grupos definidos pelo gendtipo em relagéo a idade ( p = 0,711 ), peso ( p = 0,096 ),
altura ( p = 0,65) e pelo teste exato de Fisher, ndo houve diferenca em relacdo ao sexo
entre os grupos ( p =0,580).

Analisando as variaveis ecocardiograficas e de ventriculografia radioisotopica,
notamos que os grupos definidos pela variante genética estudada de TNF possuiam

valores semelhantes. Observamos tendéncia nao significante ( p = 0,055 ) de diferencas
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de massa miocardica entre os gendripos, com tendéncia de massas maiores no grupo

com genotipo 2/2. Tabela 21.

Polimorfismo genético do TNF

1/1 1/2 212 p

n=66 n=19 n=3
Septo ( mm) 10,30+1,69 10,05+1,02 11,33+1,15 0,328
PP ( mm) 10,19+ 1,58 10,00+1,00 11,33+1,15 0,268
AE (' mm) 39,5445,12 39,7315,04 43,66+1,52 0,288
Ao (mm) 38,19+ 5,42 39,4245,11 35,66+ 3,51 0,45
DDVE (mm) 72,12+8,56 69,31+7,84 74,6624,50 0,311
DSVE (mm) 50,98+9,35 47,36+8,26 52,00+ 6,08 0,239
FE eco 0,63:0,11 0,67+0,08 0,65:0,07 0,385
Massa (g ) 232,03+77,81 217,5+39,07 306,66+28,86 0,055
VIM (mlig) 0,9510,27 0,900,15 0,8210,13 0,639

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

Tabela 21 — Correlacdo entre as variaveis ecocardiograficas e da ventriculografia

radioisotopica com a variante genética estudada do TNF. PP = espessura da parede

posterior do ventriculo esquerdo, DDVE = diametro diastélico do ventriculo esquerdo,

DSVE = diametro sistélico do ventriculo esquerdo, FEeco = fracdo de ejecdo do

ventriculo esquerdo avaliada pela ecocardiografia, V/IM — Relacdo volume/massa.
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Analisando os niveis séricos de citocinas proinflamatérias em relagcdo aos grupos

definidos pelo polimorfismo genético estudado, notamos que os grupos sdo semelhantes,

com excecao do antagonista do receptor de IL1 ( IL1-RA ), que apresentou distrinuicdo

diferente entre o0s grupos,

apresentando maiores concentragdes no grupo com

polimorfismo 1/2 ( p = 0,016, teste ndo-parmétrico de Mann-Whitney ). Tabela 22.

Polimorfismo genético do TNF
N 1/1 1/2 212 p
n para TNF e IL-6 n=66 n=19 n=3
n para restantes n=30 n=6 n=3
TNF pg/ml |97,16+118,6 92,16491,1 68,56+90,4
log |3,85+1,32 3,81+1,37 3,58+1,36 0,946

sTNFR | pg/ml |882,21+365,3 968,2+288,9 965,04+406,7

log |6,71+0,39 6,84+0,30 6,80+0,48 0,651
STNFR Il pg/ml |1845+608,3 2146+669,6 1702+404,2

log |7,48+0,28 7,63+0,33 7,42+0,26 0,343
IL-6 pg/ml | 7,65+8,29 6,13+5,42 2,93+45,08

log |-3,26+6,92 6,81+1,90 -2,83+6,81 0,613
IL-6R  pg/ml |32258+8647 39507+14770 39920+12645

log |10,35+0,28 10,52+0,42 10,56+0,30 0,275
IL1-RA pg/ml |43,55+106,5 313,65+326,63 | 0,00

log |-5,5246,25 0,94+7,88 -9,21+0,00 0,025*
ET-1  pg/ml |7,28+6,68 7,37+7,06 3,95+ 6,85

log |1,23+2,23 1,33+1,53 -5,3246,75 0,475

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis * =teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
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Tabela 22 — Correlacdes entre os niveis séricos de citocinas, seus antagonistas e

endotelina-1 e os grupos definidos pela variante genética estudada. TNF = fator de

necrose tumoral alfa, STNFR | = receptor solivel de TNF tipo I, STNFR Il = receptro
soltvel de TNF tipo Il, IL-6 = interleucina 6, IL-6R = receptor sultvel de IL-6, IL1-RA =
antagonista do receptor de interleucina 1, ET-1 = endotelina-1, log = transformacao

logaritmica dos niveis plasmaticos.
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5.5) Niveis plasméticos de Interleucina-6 ( IL-6 )

Foram realizadas dosagens séricas da interleucina-6 ( IL-6 ) em 89 pacientes.

Os niveis plasmaticos médios de IL-6 foram de 7,17+7,78 pg/ml, significantemente

mais altos do que em controles normais ( 0,91+0,38 pg/ml ) , p=0,0001. Tabela 23.

N&ao observamos diferenca entre os niveis de Il-6 entre controles normais,

pacientes assintomaticos e sintomaticos como podemos notar na tabela 24 .

9
8
7
6
5
IL-6 (pg/ml) 4
3
2
. :;
0 - T
Controles* Insuficiéncia adrtica
*=p=0,0001
Controles I1Ao
N=12 n=289 P
IL-6 (pg/ ml) 0,91+0,38 7,17+7,78
loglL-6 0,43+0,12 6,90+0,72 0,0001

Teste t
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Tabela 23 e figura 6 — Niveis de IL-6 em controles normais e pacientes com

insuficiéncia aértica ( IAo ). IL-6 = Interleucina 6. LogIL-6 — Transformacédo logaritmica

das concentracdes de IL-6.

Controles Assintomaticos | Sintomaticos p
N=12 N =53 N =36
IL-6 (pg/ml) ]0,91+0,38 6,55+7,36 8,2948,37
loglL-6 0,43+0,12 -2,2616,70 -1,86+6,74 0,269
andlise de variancia a um fator
Tabela 24 - Comparacdo entre niveis de IL-6 em pacientes sintomaticos e
assintomaticos. IL-6 = Interleucina 6. LogIL-6 — Transformacao logaritmica das

concentracdes de IL-6.

Separando o0s pacientes por classes funcionais, também ndo notamos diferenca

entre 0s niveis plasmaticos de pacientes em CFI, CFll e CF Il / IV ( p = 0,899 ).

Tabela 25.
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CFI CFII CFIl/ IV p
n=53 n =26 n=9

IL-6 ( pg/ml) 6,55+7,37 7,08+6,74 11,46+11,46

logIL-6 -2,27+6,71 -1,81+6,71 -1,93+7,20 0,982

analise de variancia a um fator

Tabela 25 — Relagcédo entre os niveis plasméticos de IL-6 e classes funcionais. IL-6 =

interleucina — 6, loglL-6 = transformacéo logaritmica das concentracdes de IL-6.

Analisando a relacdo entre fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis

plasmaticos de IL-6 ndo observamos relacdo com os grupos definidos pela fracdo de

ejecao. Tabela 26.

IL-6 (pg/ ml) loglL-6 p
FE > 0,55 7,36+ 7,88 -4,1348,01
n=77
<0,55 6,08+ 7,38 -5,7048,42 0,594
n=14

andlise de variancia a um fator

Tabela 26 — Relacéo entre os niveis plasméaticos de IL-6 e funcdo ventricular,

aferida pela ecocardiografia. IL-6 = interleucina — 6, loglL-6

transformacéo

logaritmica das concentracdes de IL-6. FE = fracdo de ejecdo pela ecocardiografia.




67

N&o observamos relacdo entre niveis plasmaticos de fator de interleucina-6 e

diametro diastélico do ventriculo esquerdo (r =-0,101, p = 0,33 ) , diametro sistolico

do ventriculo esquerdo (r =-0,012 p = 0,90 ), fracdo de ejecao pela ecocardiografia

(r=0,13, p=0,42).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte

de 75mm para o diametro diastélico e 55mm para o diametro sistélico, nao

obtivemos correlacéo entre diametros e niveis plasmaticos de IL-6. Tabela 27.

IL-6( pg/ ml) loglL-6 p
DDVE >75 7,29 + 8,90 -4,01+7,10
(mm) n= 34
<75 7,10 + 7,12 -3,00+6,81 0,467
n= 57
DSVE > 55 7,74 + 9,03 -3,85+7,16
(mm) n=22
<55 7,00 + 7,46 -3,3416,89 0,767
n= 68

Tabela 27- Niveis de IL-6 em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos diametros

ventriculares.

IL-6

interleucina — 6,

loglL-6

Transformacdo logaritmica das

concentracbes de IL-6, DDVE = diametro diastolico do ventriculo esquerdo, DSVE =

diametro sistolico do ventriculo esquerdo.
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5.6) Niveis plasmaticos dos receptores soluveis de IL-6 (IL-6R )

Nos 40 pacientes analisados, os niveis plasmaticos médios de receptores

soluveis de IL-6 ( IL-6R ) foram de 34018.6+10078.9 pg / ml. Os niveis plasmaticos

de IL-6R néo foram diferentes entre pacientes sintomaticos e assintomaticos. Tabela

28.
Assintomaticos Sintomaticos p
n=21 N=19
IL-6R ( pg / ml) 33556,4+12457,6 34529,4+6865,6
Log IL-6R 10,35+0,36 10,43+0,20 0,428

analise de variancia a um fator

Tabela 28 — Niveis de receptores soluveis de IL-6 em pacientes sintomaticos e

assintomaticos. IL-6R = receptor soluvel de IL-6, LoglL-6R = transformacéao logaritmica

dos niveis de receptor soltuvel de IL-6.

Separando os pacientes por classes funcionais, ndo notamos diferenca entre 0s

niveis plasmaticos de pacientes em CFI, CFll e CF Il / IV ( p = 0.743). Tabela 29.
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CFl CFlI CFHI/ IV p
n=21 n=10 n=9

IL-6R (pg / ml) 33556,4+12457,6 |768,91+253,53 34295,6+6975,1

Log IL-6R 10,36+0,37 10,43+0,19 10,44+0,22 0,743

analise de variancia a um fator

Tabela 29 — Niveis de receptores sollveis de IL-6 e classes funcionais. IL-6R = receptor

soltvel de IL-6, LogIL-6R = transformacao logaritmica dos niveis de receptor soltvel de

IL-6.

Analisando a relacéo entre fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis plasmaticos

de IL-6R, n&o observamos relacdo com os grupos definidos pela fracdo de ejecao pela

ecocardiografia.

Tabela 30.

IL-6R (pg/ ml) Log IL-6R p
FE > 0,55 34936,3+11155,5 10,41+0,33
n=31
<0,55 30857,7+3748,1 10,33+0,12 0,494
n=9

Tabela 30 — Relacéo entre niveis plasmaticos de IL-6R e funcado ventricular, aferida pela

ecocardiografia IL-6R = receptor soluvel de IL-6, LogIL-6R = transformacéao logaritmica

dos niveis de receptor soltuvel de IL-6, FE = fracao de ejecéo pela ecocardiografia.
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N&o observamos relacéo entre niveis plasmaticos receptores solluveis de IL-6 e

diametro diastdlico do ventriculo esquerdo ( r = -0,05, p = 0,72) , diametro sistdlico

do ventriculo esquerdo (r =-0,04 p = 0,79 ), fracdo de ejecao pela ecocardiografia (

r=0,153, p=0,34).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de

corte de 75mm para o diametro diastolico e 55mm para o diametro sistolico, também

nao obtivemos correlacédo entre diametros e niveis plasmaticos de IL-6. Tabela 31.

IL-6R(pg/ ml) logIL-6R p
DDVE > 75 32888,84 + |10,37+0,22
(mm) n=20 6955,47
<75 35148,41 + |10,40+0,36 0,771
n=20 12547,90
DSVE > 55 31853,26 + | 10,42+0,35
(mm) n=14 5281,89
<55 35521,59 + |10,35+0,19 0,443
n=25 11944,85

Tabela 31 - Niveis de IL-6 em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos diametros

ventriculares. IL-6R = receptores sollveis de interleucina — 6, loglL-6R = Transformacéao

logaritmica das concentracdes de IL-6, DDVE

didmetro diastélico do ventriculo

esquerdo, DSVE = diametro sistélico do ventriculo esquerdo.
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5.7) Niveis plasmaticos de interleucina-14 (IL-15)

Em todos os 89 pacientes analisados, os niveis de interleucina-1p estiveram abaixo
dos limites de deteccao ( 5 pg/ml ). Desta forma néo foi possivel estabelecer correlacées

para seus hiveis plasmaticos.
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Nos 40 pacientes analisados, os niveis plasmaticos médios do antagonista do

receptor de IL1 ( IL1-RA ) foram de 79.80+179.40 pg / ml. Os niveis plasmaticos de IL1-RA

nao foram diferentes entre pacientes sintoméaticos e assintomaticos. Tabela 32.

Assintomaticos Sintomaticos p
n=21 N=19

ILI-RA (pg/ ml) 134,06+230,2 19,83+60,01

logIL1-RA -2,99+7,38 -6,4845,46 0,10

analise de variancia a um fator

Tabela 32 — Niveis do antagonista do receptor de IL1 em pacientes sintomaticos e

assintomaticos. IL1-RA = antagonista do receptor de IL1, LogIL1-RA = transformacgéo

logaritmica dos niveis do antagonista do receptor de IL1.

Separando os pacientes por classes funcionais, ndo houve diferenca entre os niveis

plasmaticos de pacientes em CFI, CFll e CF Il / IV ( p = 0.164). Tabela 33.
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CFI CFlI CFIl/ IV p

n=21 n=10 n=9

ILI-RA (pg/ml) |906,82+299,62 |768,91+253,53 |1006,41+ 512,24

logIL1-RA 6,75+0,37 6,61+0,26 6,8+0,49 0,893

analise de variancia a um fator

Tabela 33 - Niveis de antagonista do receptor de IL-1 e classes funcionais. IL1-RA =
antagonista do receptor de IL1, LogIL1-RA = transformacéo logaritmica dos niveis do

antagonista do receptor de IL1.

Analisando a relacdo entre fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e niveis
plasmaticos do IL1-RA, né&o observamos relacdo com os grupos definidos pela fracao

de ejecao pela ecocardiografia . Tabela 34.

IL1-RA (pg / ml) loglL1-RA p
FE > 0,55 79,32+186,84 -5,05+6,64
n=31
<0,55 81,46+161,17 -3,32 £7,12 0,502
n=9

analise de variancia a um fator

Tabela 34 — Relacdo entre niveis plasmaticos de IL1-RA e fun¢do ventricular. IL1-RA =
antagonista do receptor de IL1, LogIL1-RA = transformacao logaritmica dos niveis do

antagonista do receptor de IL1, FE = fracdo de ejecdo pela ecocardiografia.
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N&o observamos relacdo entre niveis plasmaticos de fator do antagonista do

receptor de IL1 e diametro diastélico do ventriculo esquerdo ( r = 0,228, p = 0,15) ,
diametro sistolico do ventriculo esquerdo ( r = -0,09 p = 0,55 ), fracdo de ejecdo pela

ecocardiografia (r = 0,093, p = 0,56 ).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte de
75mm para o diametro diastdlico e 55mm para o diametro sistélico, ndo obtivemos

correlacdo entre grupos de diametros e niveis plasmaticos de IL1-RA. Tabela 35.

IL1-RA (pg / ml) loglL1-RA p
DDVE >75 106,28 + 172,57 -2,92+7,21
(mm) n= 20
<75 53,33 + 186,57 -6,39+5,80 0,102
n= 20
DSVE > 55 94,31 + 185,41 -3,39+7,07
(mm) n= 14
<55 74,87 + 182,39 -5,18+ 6,61 0,435
n= 25

analise de variancia a um fator

Tabela 35 - Niveis de IL1-RA em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos

diametros ventriculares. IL1-RA = antagonista do receptor de IL1, LogIL1-RA

transformacao logaritmica dos niveis do antagonista do receptor de IL1, DDVE
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo, DSVE = diametro sistolico do ventriculo

esquerdo.
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Nos 40 pacientes analisados, os niveis plasmaticos médios de endotelina-1 (

ET-1 ) foram de 7.30+6.74 pg / ml. Os niveis plasmaticos de sTNFR | ndo foram

diferentes entre pacientes sintomaticos e assintomaticos. Tabela 36.

Assintomaticos Sintomaticos p
n=21 n=19
ET-1 (pg/ml) 7,01+ 5,11 7,61+8,32
LogET-1 1,14+ 2,56 0,39+ 3,60 0,449

analise de variancia a um fator

Tabela 36 — Niveis de endotelina-1 em pacientes sintomaticos e assintomaticos. ET-1 =

endotelina-1, logET-1 = transformacao logaritmica dos niveis de endotelina-1.

Separando os pacientes por classes funcionais, também ndo notamos diferenca

entre os niveis plasméaticos de pacientes em CFI, CFll e CF lll e IV ( p = 0.639 ).

Tabela 37.
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CFI CFlI CFIl/ IV p
n=21 n=10 n=9

ET-1 (pg/ ml) 7,014£5,11 7,4215,51 7,84+11,02

LogET-1 1,15+2,57 0,7943,58 -0,04+3,79 0,639

analise de variancia a um fator

Tabela 37 - Niveis de endotelina-1 e classes funcionais. ET-1 = endotelina-1, logeT-1 =

transformacao logaritmica dos niveis de endotelina-1.

1.
N&o encontramos correlacdo entre os grupos definidos pela fracdo de ejecéo

pela ecocardiografia e os niveis de ET-1 (p = 0,82). Tabela 38.

ET-1 (pg/ ml) LogET-1 p
FE > 0,55 6,86+5,61 0,85+2,91
n=31
<0,55 8,79+10,00 0,59+ 3,81 0,827
n=9

analise de variancia a um fator

Tabela 38 - Relacdo entre niveis plasmaticos de endotelina-1 e fungdo ventricular,
aferida pela ecocardiografia. ET-1 = endotelina-1, logET-1 = transformacao logaritmica

dos niveis de endotelina-1, FE = fracdo de ejecao pela ecocardiografia.

Ndo observamos relacdo entre niveis plasméaticos de endotelina-1 e diametro

diastélico do ventriculo esquerdo ( r =-0,08, p = 0,62 ) , didmetro sistélico do ventriculo
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esquerdo ( r = -0,034 p = 0,83 ), fracdo de ejecdo pela ecocardiografia (r = 0,126, p =

0,43).

Dividindo os diametros ventriculares em categorias, definidas pela linha de corte

de 75mm para o diametro diastolico e 55mm para o diametro sistolico, também nao

obtivemos correlacéo entre diametros e niveis plasmaticos de ET-1. Tabela 39.

ET-1(pg/ ml) LogET-1 p
DDVE >75 6,84 + 7,44 0,91+2,62
(mm) n= 20
<75 7,76 + 6,12 0,67+3,54 0,806
n= 20
DSVE > 55 7,06 + 8,51 0,68+3,06
(mm) n= 14
<55 7,73 + 5,68 1,25+2,43 0,523
n= 25

analise de variancia a um fator

Tabela 39 - Niveis de endotelina-1 em relacdo a grupos de pacientes definidos pelos

didmetros ventriculares. ET-1 = endotelina-1, logET-1 = transformacé&o logaritmica dos

niveis de endotelina-1, DDVE = diametro diastolico do ventriculo esquerdo, DSVE =

diametro sistolico do ventriculo esquerdo.
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5.10) Correlagdes entre niveis séricos de citocinas.

Foi realizada a correlacdo pelo método de Pearson entre 0s niveis séricos
das citocinas, seus antagonistas e da endotelina-1, apos transformacao logaritmica.
Observou-se correlacao significativa ( r =0,411, p =0,008 ) entre os niveis de receptores

soltveis de TNF tipo | e Il. Ndo observamos outras correlacdes entre o restante das

variaveis. Tabela 40.
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logTNF logsTNFRI |logSTNFRII |LogIL-6R |LogIL1-RA |LogET1
LogIL-6 r -0,017 -0,282 0,013 -0,133 -0,10 0,139
p 0,91 0,07 0,9337 0,41 0,53 0,38
n 39 40 40 40 40 40
LogTNF r -0,06 -0,161 0,095 -0,091 0,06
p 0,71 0,32 0,56 0,58 0,71
n 39 39 39 39 39
LogsTNFRI r 0,411 0,212 0,076 -0,175
p 0,0083 0,19 0,64 0,27
n 40 40 40 40
LogSTNFRII r 0,180 0,130 -0,088
p 0,26 0,42 0,58
n 40 40 40
LoglL-6R r 0,120 -0,07
p 0,45 0,66
n 40 40
LogIL1-RA r 0,238
p 0,14
n 40

Tabela 40 —Relacdo entre os niveis plasmaticos das citocinas estudadas. logTNF

transformacdo logaritmica dos niveis de fator de necrose tumoral alfa, logsTNFR |

transformacao logaritmica dos niveis de receptor soltivel de TNF tipo I, logsTNFR Il

transformacdo logaritmica dos niveis de receptor soluvel de TNF tipo Il, loglL-6

transformacé@o logaritmica dos niveis de interleucina 6, loglL-6R = transformacéo
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logaritmica dos niveis de receptor soluvel de IL-6, loglL1-RA = transformacao

logaritmica dos niveis de antagonista do receptor de interleucina 1, logeT-1 =

transformacao logaritmica dos niveis de endotelina-1.
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6) Discusséo

6.1) Consideracdes gerais

Os estudos sobre citocinas proinflamatorias asociam estes peptideos, antes tidos
como exclusivos mediadores de respostas imunoldgicas, ao processo de remodelacao
ventricular. Portanto, a participacdo das citocinas deve ser obrigatoriamente apreciada
na fisiopatologia da ICC, alids como originalmente demonstrado por LEVINE e cols. °
N&o postulamos que o sistema das citocinas seja o Unico grupo de mediadores
intimamente ligados a resposta miocéardica ao estresse mecéanico. Nao obstante, suas
extensas interacbes com outros sistemas neurohumorais, como 0 sistema renina-

angiotensina e o sistema adrenégico **

coloca-o em uma alta hierarquia dentre os
mecanismos que contribuem para a adaptacdo - e subsequente desadaptacdo — do
miocérdio frente as sobrecargas de volume.

Estudamos uma ampla e homogénea populacdo de pacientes com insuficiéncia
aortica crbénica importante ( Ao ), representativa das varias fases da historia natural da
doenca, do assintomatico ao sintomatico, do paciente com diametros ainda aquém dos
tidos pela literarura como indicativos de tratamento cirtirgico '°? aos pacientes na fase
final da evolucdo da doenca, jA& com disfuncdo ventricular esquerda e muito
sintomaticos, com o objetico de rastrear o comportamento do sistema das citocinas.

Postulamos que os niveis séricos de citocinas corresponderiam a marcadores do
grau de remodelacédo ventricular que ocorre na IAo no modelo reuméatico da doenca .
Por esta razdo, nossa casuistica integrou dois tipos de doenca inflamatoria (febre

reumatica + ICC ** ), de modo que uma questio primeira fez-se obrigatéria : a eventual

influéncia da Febre Reumatica sobre 0s niveis séricos de citocinas .
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A analise de niveis de citocinas proinflamatoérias em pacientes com cardiopartia

reumatica crbnica, que é o caso de nossos pacientes, mostrou que o TNF ou a IL-1
plasmaticos ndo eram diferentes de controles normais, e que na Febre Reumatica s6
havia alteracdo periférica nos niveis de citocinas durante as primeiras semanas da
atividade reumatica ' . Apenas um estudo analisou niveis de citocinas plasmaticas em
pacientes com Febre Reumética e doenca valvar. CHANG e cols * analisaram
pacientes com estenose mitral , e demonstraram que niveis de citocinas se
normalizaram apos valvoplastia por cateter baldo. Como os niveis de citocinas ndo eram
diferentes nos pacientes pos-valvoplastia e controles, concluimos que a cardiopatia
reumatica crénica ndo provoca aumento de niveis de citocinas séricas per se, e que
provavelmente a presenca de citocinas na periferia reflete eventos ligados a
remodelacéo ventricular.

O perfil de nossos pacientes condiz com a realidade observada em nosso meio,
com predominancia de jovens ( média etaria 33.64+11.51 anos ) reumaticos. Os dados
ecocardiograficos além de confirmar o diagndstico de insuficiéncia adrtica crbnica
importante permitem apreciar a acentuada remodelacdo ventricular esquerda a que
ocorre em resposta a sobrecarga de volume-presséo.

Ainda hoje a literatura se baseia nas caracteristicas anatdbmicas do ventriculo
para caracterizar em que fase da evolucéo natural da doenca o paciente de encontra, e
tais parametros tem sido usados inclusive para predizer a resposta dos pacientes ao
tratamento cirdrgico % . O desafio da pesquisa em valvopatia tem sido usar eventuais
mecanismos moleculares e celulares que estejam envolvidos na resposta as

sobrecargas para o diagnéstico e estadiamento da doenca .
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6.2) Fator de Necrose Tumoral ( TNF ), seus receptores soluveis e polimorfismo

genético

Os niveis de TNF observados em nossa casuistica foram de 92.65+110.24 pg/ml,
valores significantemente mais elevados do que no grupo controle ( p=0,001 ). Sao niveis
elevados também se comparados a valores da literatura, nos quais o percentil 95 para
individuos normais é de 3,8 pg/ml. *°®> Observamos grande variabilidade nos niveis de
TNF, de maneira semelhante a outros estudos % Assim como outros autores % 37 |
encontramos que os dados para as citocinas proinflamatérias ndo estavam normalmente
distribuidas, desta forma utilizamos a transformacéao logaritimica para analise.

A estimulacao de cardiomidcitos in vitro com TNF provoca hipertofia, com aumento
da sintese protéica de sarcomeros >’ Em experimentos em animais, concentracdes de
TNF habitualmente encontradas na insuficiéncia cardiaca provocam também hipertrofia

miocardica °.

Em uma situacdo em que ha talvez a maior resposta hipertrofica
observada na cardiologia, a via bioguimica que leva a hipertrofia pela ativacdo do TNF
estaria bastante ativa, o que poderia também explicar os altos niveis encontrados. Além
disso o TNF induz mudancas na matriz extracelular, com ativacdo de metaloproteinases
da matriz que podem causar degradacao de fibras colagenas e substituicdo de colageno |
por Ill. Assim, muitos dos aspectos do fendtipo da insuficiéncia adrtica, como hipertrofia,

197 hodem ser explicados pelos efeitos conhecidos do TNF.

dilatac&o ventricular e fibrose

Os niveis de TNF encontrados em nossos pacientes sdo mais elevados que em
outros estudos, tanto em pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a
miocardiopatia dilatada ou isquémica, quanto em pacientes com doenca valvar. ORAL e

cols encontraram niveis de TNF de 3,59 + 1,81 pg/ml, enquanto que KAPADIAe cols

encontraram niveis de 2,2+1,9 pg/ml em pacientes com estenose aoértica e 1,3+0,7 pg/ml
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| °® encontraram

em pacientes com insuficiéncia mitral. Alguns autores como FERRAR
niveis de TNF semelhantes aos nossos ( 33,52 + 13.12 pg/ml ), mas apenas em
pacientes com miocardiopatia dilatada em classe funcional V.

N&o encontramos correlacao significante dos niveis plasmaticos de TNF com
sintomas ou classe funcional. Em vista dos niveis plasmaticos de TNF estarem elevados
de forma semelhante, independentemente de classes funcionais podemos postular que a
grande distensdo miocardica que ocorre na insuficiéncia adrtica provocaria um intenso
estiramento de fibras cardiacas, causando assim estimulo constante e duradouro para a

4 e clinicas * que o estiramento

producdo do TNF. Ha evidéncias experimentais
provocado pelas sobrecargas volémicas e de pressdo fazem com que o cardiomidcito
produza RNA mesageiro para TNF. A IAo, com seu aumento de pressao de pulso e
caracteristicos diferenciais de pressdo gera grandes estresses ao miocardio, havendo
grande distensdo de midcitos. Esta distensdo intensa e mantida poderia servir como

estimulo & secre¢do de grandes quantidades de TNF, de maneira sustentada, o que faria

com que todo paciente com IA0 mesmo assintomatico, tivesse altos niveis desta citocina.

A maioria dos estudos que envolvem TNF e insuficiéncia cardiaca secundaria a
miocardiopatia dilatada idiopatica ou isquémica mostram que h& uma relagédo entre classe
funcional e aumento de niveis séricos de TNF' 17 98 105,108,

Em doencas valvares como a insuficiéncia mitral e a estenose aodrtica também
foram vistas correlacdes entre niveis de TNF e a sintomatologia, qualificada por classes
funcionais % .

Em nossa casuistica, ndo encontramos correlacdo entre TNF e indices de
geometria ventricular, como diametros ventriculares ou funcdo. Na |IAo podemos ter
niveis permanentemente elevados de TNF por se tratar de uma remodelagdo de maiores

propor¢cdes do que a observada na insuficiéncia mitral por estar aoociada a sobrecargas
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19 0 que a diferencia de outras valvopatias. A falta de

de pressdao e de volume
correlagcdo dos niveis de TNF com didametro ou funcédo ventricular também pode ser
atribuida a grande variabilidade nos resultados dos niveis plasmaticos de TNF.

Em doenca valvar, ORAL e cols ** demonstraram, haver correlacéo entre niveis
séricos de citocinas e diametros e funcéo ventricular na insuficiéncia mitral. J& KAPADIA
e cols % demonstraram que sobrecargas presséricas como a estenose adrtica acarretam
maior expressao de citocinas proinflamatérias do que sobrecargas de volume, como da
insuficiéncia mitral. Os altos niveis de TNF em nossos pacientes podem refletir este
resultado, pois podemos supor que na IAo 0s estresses mecanicos e de estiramento
miocardico sejam ainda maiores que na estenose aortica.

ORAL e cols * conseguiram correlacionar niveis de citocinas com geometria
ventricular em pacientes com insuficiéncia mitral.

Em nossa amostra, observamos niveis de sTNFRI de 894.75+348.87 pg/ml ,
significantemente maiores que em grupo controle ( p = 0,001 ) e sTNFR Il de
1879.65+596.12 pg / ml . S&o valores semelhantes aos observados na literatura em
pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada ou isquémica.
Ao contrario de observacdes da literarura em insuficiéncia cardiaca de etiologia nao
valvar, ndo encontramos aumento dos niveis de receptores enddgenos soluveis com a
piora da classe funcional.

Analisando o estudo de RAUCCHAUS e cols *® em pacientes com insuficiéncia
cardiaca de origem nao-valvar observamos que nossos pacientes estdo em meédia no
segundo quartil ( entre 820 e 1096 pg/ml ) com relacdo ao TNF, tendo ja um risco relativo
de 3,2 de mortalidade em relacdo a individuos com TNFRI abaixo de 820 pg/ml. No
mesmo estudo, niveis de sTNFRIlI maiores que 2913 pg/ml também indicaram pior
prognéstico em insuficiéncia cardiaca. Entretanto, devemos ter cuidado com

comparacdes entre este estudo e o presente, pois tratam-se de doencas diferentes.
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Em doenca valvar, ORAL e cols ** encontraram niveis de sTNFRI de 975+344

pg/ml e TNFRII de 2156+889 pg/ml em pacientes com insuficiéncia mitral, ou seja, niveis
discretamente mais elevados que os encontrados em nossos pacientes, e KAPADIA e

cols. % encontrou niveis médios de STNFRI de 1614+884 pg/ml e sTNFRIl de

455942389 em pacientes com estenose adrtica, enquanto que pacientes com
insuficiéncia mitral os niveis foram de 1060 + 270 para o STNFRI e 3201 + 838 para o
STNFRII. De forma semelhantes aos estudos com pacientes com insuficiéncia cardiaca,
0S pacientes nestes estudos estavam em classes funcionais mais avangadas e tiveram
maiores niveis de receptores endégenos soluveis.

Ressalta-se, em nossa casuistica os niveis de sTNFRII mostraram correlacdo com
os diametro sistélico ( p = -0,352, p = 0,027 ) e diastélico ( p = -0,329, p = 0,038 ). Tal
correlacdo se mantém, ao separarmos o0s pacientes em grupos definidos pelos diametros
ventriculares, com niveis de sTNFRII mais baixos em pacientes com diametros
ventriculares mais acentuados. Ademais, observamos tendéncia ndo significativa ( p =
0,076 ) a niveis mais elevados de sTNFRII em pacientes com funcédo normal do que
naqueles com fracao de ejecdo menor que 0,55.

Desta forma, o sTNFRIlI parece ser marcador de remodelagdo ventricular em
pacientes com lAo , estando mais elevado em pacientes com diametros ventriculares
menores. Na fase inicial da insuficiéncia aodrtica temos altos niveis de TNF, mas também
com niveis mais elevados de sTNFRIl. A diminuicdo nos niveis de sTNFRII que é
observada a medida que avancamos na histéria natural da doenga e temos maiores
diametros ventriculares, pode levar a uma maior atividade do TNF e assim maior
remodelacdo ventricular. Devemos lembrar que o STNFRIl € o receptor de maior
afinidade ao TNF , e sua capacidade de neutralizar os efeitos deletérios deste é tdo
acentuada, que faz com que tenha até aplicacdo clinica. O Etrancept, droga anti-TNF

usada para doecas como artrite reumatéide e espondilite anquilosante € um receptor de
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TNF tipo Il recombinante. Desta forma nas fases iniciais da 1Ao os efeitos deletérios do

TNF sobre a funcéo ventricular poderiam estar parcialmente antagonizados pelo sTNFRII,
e a medida que os niveis deste caem, 0s miocitos ficariam mais expostos a acdo do TNF,
com progressiva dilatacdo e disfuncéo ventricular.

ORALe cols ** encontraram boa correlacdo entre volumes e funcdo ventricular e
niveis de citocinas proinflamatorias em pacientes com insuficiéncia mitral, obtendo
correlacdo positiva de quase todos os indices geométricos e de funcao ventricular com
niveis séricos de citocinas.

Assim, delineamos que os pacientes com IAo parecem ter um perfil inico de TNF
e receptores, com altos niveis de TNF e baixos niveis de receptores endodgenos sollveis.
E interessante notar que em quase todos os estudos em insuficiéncia cardiaca de
etiologia ndo-valvar 3’ os niveis de receptores soltveis de TNF aumentam com o avancar
da histéria natural da doenca, e na IAo ao menos o STNFRIl parece estar em
concentracbes menores nos pacientes com avancada remodelacdo ventricular. Em
pacientes com insuficiéncia mitral, como os que ilustram o estudo de ORAI e cols®, os

niveis maiores de receptores soluveis talvez indiguem uma menor remodelacdo

ventricular, ja que protegeriam o miocardio das acoes maléficas do TNF.
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6.2.1) Polimorfismo genético do TNF

O presente estudo foi 0 primeiro a analisar o polimorfismo genético localizado
a —308 pares e bases do sitio de iniciacdo do TNF em doenca valvar. Os resultados
mostraram uma distribuicdo com predominio do alelo 1, com 75% dos pacientes
sendo identificados como 1/1 , 21,6% como 1/2 e 3,4% como 2/2. Tal frequiéncia &
semelhante aquela encontrada em outros estudos, tanto em insuficiéncia cardiaca de
origem n&o valvar, ' quanto em outras patologias. ***

De forma surpreendente, no presente estudo notamos uma associacao
significativa ( p = 0,035 ) entre o polimorfismo estudado e a classificacdo de
pacientes como assintomaticos ou sintomaticos. De forma semelhante, ao
separarmos 0S pacientes em classes funcionais, continuamos notando uma
associacao significante ( p=0,048 ) entre o polimorfismo e a classificacdo em classes
funcionais da NYHA. Uma observacéo interessante € que a presenca do alelo 2 esta
ligada a pacientes assintomaticos. Na tabela 20, podemos notar que quando
analisamos os 9 pacientes em classe Ill / IV que foram submentidos a analise
genética, 8 ( 88,89% ) possuiam o gendtipo 1/1.

Além disso, entre pacientes assintomaticos, encontramos 66% de gendtipo
1/1, 30% de gendtipo 1/2 e 4% de gendtipo 2/2, enquanto que entre pacientes
sintomaticos encontramos 88% de gendtipo 1/1, 9% de gendtipo 1/2 e 3% de
genadtipo 2/2, uma associacao significante ( p=0.035). Desta forma, a presenca de
um alelo tipo 2 parece conferir aos pacientes uma melhor adaptacédo a sobrecarga de
volume-presséao da IAo.

E interessante analisar que ndo ha diferencas de diametros ou funcéo entre os

grupos definidos pelo gendtipo, de forma que o mecanismo de tal protecdo a
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sintomas deve se operar em nivel celular ou molecular, de modo que pode nao ser

refletido em medidas macroscopicas.

Postulamos que a presenca de um alelo que produza maior quantidade de
TNF pode permitir uma melhor adaptacdo do miocardio a sobrecarga volémica,
fazendo com que haja uma remodelacdo mais acentuada, com maior complacéncia
e assim melhor capacidade de acomodar o volume regurgitante, desta forma
tornando o paciente assintomatico. Ha situacfes estudadas em que a presenca do
alelo 2 é maléfica "°, mas como em qualquer sistema biolégico, ha também vantagens
na presenca deste gene. Tomando um exemplo extremo, ratos com nocaute do gene

do TNF tem maior mortalidade por miocardite viral *°

e 0 TNF também pode proteger
miécitos de lesdo isquémica °3. Assim a insuficiéncia aértica seria situacdo em que a
presenca de gene que tem maior producdo de TNF seria adaptativa, levando a uma
remodelacéo ventricular mais eficaz.

Observamos que os trés grupos definidos pela variante genética estudada
tinham perfis de citocinas semelhantes, com excec¢do do antagontsta do receptor de
IL-1 ( IL1-RA), cujos niveis foram significantemente ( p = 0,025 ) mais elevados em
pacientes com o0 genétipo 1/2 . Ora, ao antagonizar os efeitos da Il-1, que € descrita
como causadora de disfuncéo miocardica diretamente e de hipertrofia e remodelacao

ventricular ©°

o IL1-RA pode ser considerado uma citocina cardioprotetora, e seu
aumento condiz com uma populacdo de pacientes mais assintomaticos. Nao
propomos que o polimorfismo estudado tenha direta relacdo com os niveis elevados
de IL1-RA, mas sim que tal polimorfismo possa predispor mecanismos bioquimicos e
interacdes que resultem em um aumento de IL1-RA.

N&o observamos relacdo entre o gendtipo e producdo aumentada de TNF ou

de outras citicinas, com excecdo do IL1-RA supra citado. Em estudo envolvendo

pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada, KUBOTA
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e cols ndo encontraram correlacdo entre genétipo e producdo aumentada de citocinas

em uma populacéo de pacientes oriundos do estudo VEST. **°
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6.3 ) Interleucina-6 ( IL-6 ) e seu receptor soluvel ( IL-6R)

Os niveis médios de IL-6 em nossos pacientes foram de 7.17+7.78 pg/ml,
niveis significantemente mais elevados que em grupo controle ( p=0,001 ). Estudos®?
em insuficiéncia cardiaca de etiologia ndo-valvar tem associado niveis maiores que
5pg/ml a maior mortalidade. O nivel de corte associado com maior mortalidade varia

de acordo com o estudo, sendo em alguns de 6.97pg/ml °

e em outros de 4,4 pg/mi
8 Desta forma, os pacientes de nossa casuistica apresentavam niveis elevados de
IL-6, os quais, em pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a miocardiopatia
isquémica ou idiopatica ja se traduzem em pior prognastico.

De forma semelhante ao TNF n&do observamos diferencas entre os niveis
plasmaticos de IL-6 entre os pacientes sintimaticos e assintomaticos mesmo ao
dividimos os pacientes por classe funcional. Assim este sistema parece estar
ativado desde a fase assintomatica da insuficiéncia aortica, a semelhanca do TNF.

Dos estudos envolvendo IL-6 e doencas valvares apenas dois realizaram
dosagens de IL-6 : ORAL e cols encontraram niveis de IL-6 de 7,80+9,70 pg/ml em
pacientes com insuficiéncia mitral e CHANG e cols ° encontraram niveis de 7.52
+7.05 pg/ml em pacientes com estenose mitral. Assim este estudo encontrou niveis
de IL-6 semelhantes aos observados na literatura em outras valvopatias.

N&o encontramos correlacdo dos niveis de IL-6 com funcdo ou diametros
ventriculares, ao contrario do descrito por ORALve cols *° para a insuficiéncia mitral.
Tal fato provavelmente se deve a grande remodelacdo ventricular decorrente da

sobrecarga de volume-presséo da IAo, fazendo com que 0s mecanismos que levam a

hipertrofia estejam ativados de forma mais intensa.
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Quanto aos niveis de II-6R, a média encontrada em nosso estudo foi de

34018.6+10078.9 pg / ml. ORALe cols * relatam valores semelhantes em pacientes
com insuficiéncia mitral com valores médios de 34,1+8,05 ng/ml. No trabalho citado,
tais niveis ndo diferiram de uma populacéo controle. TESTA e cols '° relatam como
percentil 95 para individuos normais o valor de 51ng /ml.

De forma semelhante a Il-6, ndo observamos correlacdo entre niveis
plasmaticos de IL-6R e sintomas, classe funcional, diametros ou funcéo ventricular.

Assim sendo podemos observar que pacientes com insuficiéncia adrtica,
mesmo assintomatica, possuem niveis de IL-6 comparaveis a uma populacédo de
pacientes com insuficiéncia cardiaca com mortalidade elevada. Esta informacao
provavelmente também se deve a intensa remodelacdo ventricular existente na IAo0 ,
e pode indicar que esta valvopatia associa-se a uma intensa ativacao do sistema da
gp130, o qual esta intimamente envolvido nos mecanismos moleculares que levam a

hipertrofia miocardica .
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6.4 ) Interleucina 1-beta( IL-14) e antagonista do receptor de IL-1 ( IL1-RA)

Gostariamos de ressaltar que este é o primeiro estudo a aferir os niveis séricos de
IL-1B e de Il1-Ra em patologia valvar. Entretanto, ndo encontramos em nenhum paciente

niveis de IL-1 maiores do que 5pg/ml, que é o limite de deteccdo do kit utilizado.

% em insuficiéncia cardiaca de

Resultado similar foi observado por FERRARI e cols
etiologia ndo-valvar e AUKURST e cols !, em pacientes semelhantes que do mesmo
modo notaram niveis indetectaveis ou proximos a controles de IL-1f.

Ambos os estudos citados 17 %

acima notaram aumento do IL1-RA, o qual pode
estar elevado independentemente da IL-13. O antagonista do receptor de IL-1 € um
antagonista natural, secretado em geral por macrofagos e que pode antagonizar as agoes
da IL-1B. Em estudos em insuficiéncia cardiaca ndo valvar, o0s niveis de IL1-RA
aumentam de acordo com a progressao em classes funcionais. Tal observacdo nao foi
reproduzida em nosso estudo. Também ndo encontramos correlacdo entre niveis de IL1-
RA e geometria ou funcéo ventricular.

Os niveis indetectaveis de IL-1p podem sugerir que tal citocina tenha um efeito
mais autocrino ou paracrino, ndo chegando a “exravasar” para a circulacao periférica de
modo semelhante a outras citocinas.

Como discutido anteriormente, é relevante notar que grupo definido como
gendtipo de TNF 1/2 teve niveis significantemente mais altos de IL1-Ra do que o grupo
com gendtipo TNF 1/1, conforme podemos ver na tabela 22. Este achado inédito

provavelmente relaciona-se a remodelacdo ventricular mais favoravel que é observada no

grupo heterozigoto para o polimorfismo estudado.
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6.5 ) Niveis séricos de Endotelina-1 ( ET-1)

Os niveis médios de endotelina-1 em nosso estudo foram de 7.30+6.74 pg / ml.
Estudos em insuficiénca cardiaca de etiologia ndo-valvar mostram pior progndéstico
de pacientes com esta patologia e niveis séricos de ET-1 acima de 5 pg/ml. Desta
forma, os niveis séricos de nossos pacientes ja se enquadrariam no grupo com pior
prognéstico. Ha um estudo que determinou os niveis de ET-1 em estenose mitral
(3.66 + 2.20 pg/ml ), mas sempre correlacionando estes niveis com hipertensdo
pulmonar e sua resposta a correcdo cirtrgica **.

De modo semelhante aos outros mediadores, ndo encontramos diferencas
entre 0s niveis de ET-1 entre pacientes sintomaticos e assintomaticos e entre as
diferentes classes funcionais. Também n&o obtivemos correlacdo entre niveis de ET-
1 e geometria e funcao ventricular.

O fato de termos niveis de ET-1 elevados ainda na fase assintomatica da
insuficiéncia aortica refor¢ca o conceito de que a fase assintomatica da IAo ja se vale
de mecanismos compensatérios que estdo presentes apenas nas fases mais
avancadas da insuficiéncia cardiaca de etiologia ndo-valvar. A lenta e progressiva
predominancia de substancias vasoconstritoras, como a ET-1, ao longo da
progressdo da IAo pode ser um dos determinantes da passagem da fase

assintomatica para a sintomatica.
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6.6 ) Consideracdes finais

O objetivo maior da pesquisa em insuficiéncia aértica € encontrar o “gatilho”
gue levaria ao desenvolvimento de sintomas, um marcador que determinaria a
passagem da fase assintomatica para a sintomatica. O presente estudo inicia uma
nova linha de pesquisa na busca ndo em parametros anatdmicos , mas tentando
rastrear a remodelacéo ventricular através de substancias que fazem a transducéo de
sinal em direcdo a hipertrofia e a dilatacdo em resposta a sobrecarga de volume-
presséao da IAo .

Neste grupo de pacientes com insuficiéncia adrtica cronica importante,
representativo das diversas fases da evolucao natural da doenca, notamos um perfil
anico de citocinas proinflamatérias e seus antagonistas endégenos. Destacamos em
nosso trabalho em perfil em alguns aspectos diferente de pacientes com insuficiéncia
cardiaca de etiologia ndo-valvar e mesmo em outras lesdes valvares. A diferenca
mais acentuada se da na relacéo entre os niveis de citocinas e a classe funcional de
NOSSOS pacientes, e mostra que um paciente assintomatico pode ter niveis de
citocinas proinflamatérias semelhantes a um paciente muito sintomatico.

Esta importante informacdo provavelmente reflete a intensa atividade dos
mecanismos responsaveis pela remodelacdo ventricular esquerda desde o inicio da
doenca, e mostra que a fase assintomatica da IAo0 pode nao ser tao silenciosa como
poderiamos imaginar. O paciente assintomatico com IAo tem uma intensa e continua
atividade de remodelacao ventricular, que contribui para manté-lo assintomatico mas
gue provavelmente tem papel na evolucdo natural da doenca, progredindo de forma

lenta, mas inexoravel, em direcdo aos sintomas.
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O sTNFRII parece ser um marcador de remodelacéo ventricular em pacientes

com Ao, correlacionando-se com aumento dos diametros. Estes dados podem dar
substrato para que no futuro o acompanhamento de pacientes com IAo0 néo seja
apenas clinico e com monitoramento de parametros anatémicos, como os diametros
ou funcdo ventricular esquerda, mas também que também estejamos atentos a
atividade de citocinas e outros aspectos neurohumorais.

Um aspecto intrigante do presente estudo é a associacdo do genotipo do TNF
com sintomas em pacientes com IAo . O presente estudo é o primeiro a estudar este
polimorfismo em pacientes com doenca valvar. Pacientes com insuficiéncia aortica
podem ter sintomas variados com diametros e funcéo ventricular muito semelhantes.
O polimorfismo genético do TNF poderia ser um marcador de pacientes que
responderiam de modo mais eficiente a sobrecarga de volume-presséo e que assim
permaneceriam mais tempo assintomaticos.

Com o estudo genético abriu-se a atraente possibilidade de antevermos o
comportamento clinico do paciente por seu perfil genético. Assim em um coorte de
pacientes com IAo poderiamos determinar um genétipo de pior evolugdo, como em
nosso estudo identificou o gendtipo TNF 1/1, e seguirmos estes pacientes com
avaliacao clinica e laboratorial mais frequente que pacientes com genoétipo mais
favoravel.

E improvavel que apenas um polimorfismo seja resposavel por toda a
complexa diferenca fisiopatologica que leva ou ndo a sintomas na insuficiéncia
aortica. Como resultado do presente estudo constituimos um banco genético de
pacientes com IAo , o qual conta atualmete com mais de 90 individuos. Com o estudo
de outros polimorfismos como o da Angiotensina e do Receptor de Endotelina

podemos no futuro determinar um perfil baseado em varios polimorfismos de
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genéticos que identificaria o paciente com IAo que tem evolucdo mais desfavoravel,

permitindo um seguimento diferenciado para este.

Para entendermos melhor a ativacdo do sistema de citocinas proinflamatorias
na insuficiéncia adrtica devemos continuar a linha de pesquisa atual, agora em duas
direcdes. Primariamente, devemos avaliar o tecido, determinando expresséao tecidual
de citocinas, sua localizacdo e de RNA mensageiro. Técnicas de medida de
guantidade de RNA e hibridizac&o in situ podem dar importantes informacdes sobre
o local de producéao e prover informacdes adicionais sobre a remodelacdo ventricular
esquerda na IAo. Por a IAo se constituir em uma das doencgas cardiacas com mais
dramatica remodelacdo ventricular, tais técnicas também poderiam prover
importantes informacdes sobre o processo de hipertofia ventricular em geral e
adaptacao as sobrecargas de presséo e volume.

Uma outra linha de pesquisa que se abre na IAo é a determinacgéo do perfil de
citocinas proinflamatérias apo0s tratamento cirdrgico, a fim de determinar se ha
normalizacdo destes parametros apoés retirarmos a sobrecarga de volume-presséo ao
ventriculo esquerdo. Além disso € interessante o seguimento a longo prazo de
pacientes com genotipos de pior evolucédo a fim de determinar seu real significado

clinico.
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7) Conclusdes

e Os niveis de TNF, sTNFRI e IL-6 estdo elevados em pacientes com

insuficiéncia aortica.

e Os niveis de STNFRII diminuem com o aumento dos diametros

ventriculares em pacientes com IAo.

e Pacientes assintomaticos com IAo tem perfil de citocinas proinflamatorias

e seus antagonistas semelhantes a pacientes ja sintomaticos.

e A presenca do alelo 2 do polimorfismo —308 do gene do TNF esta

associado a pacientes assintomaticos com IAo.

e Pacientes com IAo e genotipo 1/2 do polimorfismo —308 do TNF

possuem niveis maiores de IL1-RA

e Pacientes com IAo e gendtipo 1/1 do polimorfismo —-308 do TNF

apresentam maior proporcao de pacientes sintomaticos.
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Numero
Eppendorf

1JBSS
2APP
3ALR
4GMP
5s MVR
6 JWC
7RAP
sLHR
oGVP
10RTC
11JFS
12RAS
13ACL
14WLM
15LMN
16ES

17JAM
18RPS
19CCM
20ERM
21JNS
22 MR

24NPR
25 GPS
26 RP

27GB

28 PLC
29EC

30 PAM
31CFA
32VJS
33AVP
34sMMA
35 VSN
37RSD
3sDSE

Paciente

TNF-alfa

alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/2
alfal/2
alfal/2
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/2
alfal/2

alfal/l
alfal/l

RGHC
2330883G
5260031J
5108145B
5285111H
5120519H
5125595G
5267207C
2845450B
5211951D
2790928G
5194677C
5028908G
5275286F
52324421
52741741
5279565C
5247246d
2665687B
5085325G
5157220F
5139480D
5269979H
5288296D
3216353F
5275933G
5279063C
5244319J
5246529K
5150611E
21352536
5296083 K
5246626J
5033271G
6016108C
2415949K
50286211
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IDADE SEXO DISF VE CF

31M
22M
37M
19M
22M
25M
22M
35M
35M
42M
25M
40M
21M
19M
46 M
40M
29M
24M
34M
50 M
57M
52M
33M
18M
53M
58 M
33M
24F
25F
42F
42M
21M
33M
27M
39M
19M
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Eppendorf

39ANA
40SAM
41TJS
42DAR
43FSR
44ACSA
45 MVA
46 AFS
47CAL
48RM
49NCS
50JAO
51LTS
52 ALD
53JMSR

54JBSS
55 SP

56 ELP
57VSA
58 VLFS
50ABBS
60LSS
61RGO
62 CAF
63RLS
64 WRVS
65CGS
66 JCG
67JGB
68 GIS
69 EFL
70LBD
71NSG
73GGV
74MACP
75CPS
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TNF-alfa
alfal/l
alfal/l
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alfal/l
alfal/l
alfal/2
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alfa2/2
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/2
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/2

RGHC
50030021
2776291C
5277016C
3085542A
52457741
5296898D
5140866E
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5056917H
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5112799E

2849210B
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2880430l
5242270D
5350867F
5078239F
5041986H
5352187G
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5293031J
5065834H
5109616G
5176349B
5214148F
5350911A
5100248B
53564611
5279121B
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24M
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21M
43F
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29M

31M
19M
32M
28F
43F
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76 PCCS
77MJS
7sMRF
79VRC
so KMAA
s1PMC
g2JBMM

g3DM

sa JMBF

85JAJ

86 ACO
87VBS

8 CM

90DLB
91JBN
92RCGA
93MCS

TNF-alfa
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
alfal/l
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alfal/l
alfa2/2
alfa2/2
alfal/l
alfal/l

RGHC
5357168l
5266540B
5125526E
5216873H
5181965F
5359059E
5360124J
5292374J
5354045D
3076493A
51116541
5362612G
5350295a
5362337h
5364092h
5364782E
5132105D
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Paciente PESO ALTURA S PP DDVE DSVE Feeco Ao AE  MASSA
JBSS 62 164 8 8 79 57 0.62 43 46 220
APP 57 155 77 55 35 0.74 28 32 100
ALR 94 179 11 11 73 50 0.67 43 36 220
GMP 58 163 8 8 76 52 0.67 42 36 210
MVR 75 185 11 11 88 58 0.71 46 42 330
JWC 79 178 11 10 75 52 0.66 47 38 230
RAP 63 174 12 11 67 44 0.71 37 34 240
LHR 72 174 10 10 66 42 0.74 40 34 190
GVP 83 173 10 9 77 54 0.65 38 38 220
RTC 72 179 9 9 69 47 0.68 34 40 170
JFS 62 175 10 10 85 63 0.59 38 36 310
RAS 60 170 9 9 64 43 0.69 34 39 170
ACL 60 175 10 10 70 46 0.71 32 32 220
WLM 70 174 10 10 82 58 0.64 44 4 280
LMN 76 168 10 10 81 61 0.57 36 34 270
ES 90 174 11 11 69 48 0.66 38 38 210
JAM 80 177 11 11 69 48 0.66 42 42 220
RPS 61 158 9 9 71 47 0.7 33 36 210
CCM 83 180 13 12 70 48 0.67 33 40 260
ERM 68 166 8 8 65 43 0.7 37 42 150
JNS 65 165 11 11 68 52 0.55 45 32
MR 74 165 10 10 74 54 0.54 38 46 230
NPR 62 170 6 7 73 66 0.26 34 51 140
GPS 93 165 9 9 79 54 0.68 42 51 210
RP 78 174 13 13 69 50 0.62 39 29 270
GB 82 180 10 10 83 70 0.4 50 40 270
PLC 96 190 10 10 77 53 0.67 44 44 200
EC 78 164 10 10 68 45 0.71 32 43
PAM 65 165 12 11 60 49 0.45 40 39 210
CFA 64 158 10 10 75 60 0.48 36 37 250
VJS 64 168 11 11 71 51 0.62 39 46 260
AVP 70 182 10 10 80 51 0.74 37 37 260
MMA 64 161 10 10 68 45 0.71 37 44 220
VSN 53 160 11 11 65 38 0.8 28 41

RSD 47 150 9 9 67 50 0.58 31 47 220
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DSE
ANA
SAM
TJS
DAR
FSR
ACSA
MVA
AFS
CAL
RM
NCS
JAO
LTS
ALD
JMSR
JBSS
SP
ELP
VSA
VLFS
ABBS
LSS
RGO
CAF
RLS
WRVS
CGS

JCG
JGB

GIS
EFL
LBD
NSG
GGV

MACP
CPS

65
95
57
66
69
80
68
84
80
79
85
69
84
55
68
60
63
88
60
73
67
69
65
70
90
47
62
69

60
71

80
100
46
80
60

68

ALTURA S
187
170
157
172
175
178
178
171
175
178
170
170
162
151
167
170
168
165
178
169
158
167
160
170
183
164
169
178

150
173

165
186
156
170
161

170

10
13
10
13

8
11
12
11

12

10
10

10

11
11
10

10
10
10

10

10

10
12
13

10

PP DDVE
10
14
10
13
8
11
12
11

11

10
10

10

11
11
10

10
10
10

10

10

10
11
13

10

71
78
75
72
50
67
95
73
61
71
68
58
60
62
83
73
68
63
74
65
66
66
62
76
70
75
66
77

83
68

68
80
65
72
74

55
87

DSVE

52
49
46
45
33
42
76
57
41
52
46
38
40
39
69
43
45
38
50
39
46
45
43
56
50
48
42
54

56
48

48
58
44
47
49

36
69

Feeco

0.6
0.75
0.77
0.75
0.73
0.75
0.48
0.52
0.69

0.6
0.69
0.71

0.7
0.75
0.42
0.79
0.71
0.78
0.69
0.78
0.66
0.68
0.66
0.59
0.63
0.73
0.74
0.65

0.69
0.64

0.64
0.61
0.69
0.72

0.7

0.71
0.5

Ao

41
42
39
38
33
39
38
39
36
45
42
42
33
29
33
40
35
36
43
34
34
41
35
43
43
36
31
36

38
31

37
39
32
37
46

50
46

AE

34
43
47
46
32
37
47
45
37
33
35
31
42
36
44
40
44
40
33
36
42
39
45
38
38
45
43
44

37
34

41
47
34
45
36

31
49

MASSA
210
330
280
310

90
200
440
240
170
180
160
140
190
180
130
250
140
160
210
210
230
200
160
250
180
290
150
250

280
220

170
190
240
250
370

320

121



Paciente PESO
PCCS
MJS
MRF
VRC
KMAA
PMC
JBMM
DM
JMBF
JAJ
ACO
VBS
CM
DLB
JBN
RCGA
MCS

68
63
66
60
66
98
56
57
65
58
75
75
90
65
63
63
45

ALTURA S
182
160
158
165
168
178
166
168

190
170
166
180
173
165
175
149

11
14
10
12
10
11
14
11
11
13
12

8
12
12
12
10

8

PP DDVE
10
13
10
11
10
13
12
11
11
13
12

8
12
12
12
11

8

72
91
71
78
65
78
61
72
80
76
90
76
78
79
70
76
60

DSVE

50
80
51
53
41
47
45

56
50
78
52
60
59
49
57
45

Feeco

0.66
0.32
0.62
0.68
0.73
0.78
0.59
0.45
0.65
0.71
0.34
0.67
0.54
0.58
0.65
0.57
0.57

Ao

31
50
37
45
35
32
41
36
38
43
55
44
49
39
32
32
33

AE

52
37
46
37
43
45
36
45
42
40
43
36
39
44
42
40
35

MASSA
230
540
240
330

270

280

340

190

280

340

290

160

122



Numero )
Eppendorf Paciente v/M

1JBSS
2APP
3ALR
4GMP
s MVR
6 JWC
7RAP
sLHR
oGVP
10RTC
11JFS
12RAS
13ACL
14WLM
15LMN
16ES

17JAM
18RPS
19CCM
20ERM
21JNS
22 MR

24NPR
25 GPS
26 RP

27GB

28 PLC
29EC

30 PAM
31CFA
32VJS
33AVP
34sMMA

IL-6
1.35<5,0

1.02<5,0
0.83<5,0
1.29<5,0
1.04<5,0
0.91

0.7
0.82
1.06<5,0
0.99<5,0
1.12

0.9<5,0
0.88
1.08<5,0
1.06
0.77<5,0
0.77
1.03<5,0
0.66<5,0
1.07

0.95
1.57
1.17
0.62
1.09
1<5,0
<5,0
0.6<5,0
0.93
0.8
1.04<5,0
0.85

IL-1-
beta
<5,0

<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
11.5<5,0
5.7<5,0
6.4<5,0
<5,0
<5,0
8.2<5,0
<5,0
6.1<5,0
<5,0
8.4<5,0
<5,0
10.2<5,0
<5,0
<5,0
5.7<5,0
12.9<5,0
12<5,0
12.5<5,0

8<5,0
7.3<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
8<5,0
14.3<5,0
<5,0
6.7<5,0

TNF
28.8

224
122
12.2
11.7
92.1
240
144
6
18.2
69.4
7.9
68.6
<4,0
11.6
133
209
23.2
172
211
752
25.3
230

252
<4,0
171
23.5
219
256
24.4
217
21.3

STNFRI

463.495

813.311

667.426

714.042

634.448

601.746

590.909

1436.539

893.719

854.51

STNFRII

1416.387

2379.82

1357.113

1718.992

1629.944

1550.91

2047.274

3222.704

1577.659

2393.409

IL6R

18488.01 0

47047.43 83.039
31607.66 37.199

39539.27 0
44514.67 0
29421.56 0

33816.98 253.018

60771.71 835.433

25674.54 450.375

39429.45 243.486
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ILLRA Endotelina

7.792

6.985

8.81

16.957

14.411

7.919

10.762

18.909

5.331

9.362



Ndmero

Eppendorf Paciente v/m

35 VSN
37RSD
38 DSE

39 ANA
40 SAM

41 TJS
42DAR
43FSR
44ACSA
45 MVA
46 AFS
47CAL
48RM
49NCS
50JAO
51LTS
52 ALD
53JMSR
54JBSS
55 SP

s6 ELP
57VSA
58 VLFS
590ABBS
60LSS
61RGO
62 CAF
63RLS
64 WRVS
65CGS

66 JCG
67JGB

68 GIS
69 EFL
70LBD
71NSG

IL-6
<5,0
0.96
0.9
0.69<5,0
0.96
0.65
0.86
0.74
1.02<5,0
0.83<5,0
0.85<5,0
1.03
0.97<5,0
0.79
0.6
0.86
2.46<5,0
0.93<5,0
1.32<5,0
0.77<5,0
1.08
0.71<5,0
0.72
0.82
0.86
0.98
0.88
0.96
1.08<5,0
1

1.33
0.85

0.97<5,0
1.19
0.81
0.77

IL-1-
beta

<5,0
5.5<5,0
24<5,0
<5,0
8.5<5,0
18.5<5,0
21.3<5,0
6.4<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
12<5,0
<5,0
11.3<5,0
8.6<5,0
7.7<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
9.3<5,0
<5,0
13<5,0
9.6<5,0
24.9<5,0
12.3<5,0
9.3<5,0
8.8<5,0
<5,0
11.5<5,0
6.6<5,0
12.7<5,0
<5,0
14.5<5,0
8.5<5,0
17.4<5,0

TNF

16.5
18.7
107

104
179

59
158
5.4
232
34.4
48.7
25.1
311
131
65.8
147
86.2
74.7
16.9
14.8
7.6
14.5
205
10.8
385
122
11
16.9
49.3
96

46.7
98.6

6.9
9.5
85.1

STNFRI

1374.253

951.89

1089.053

696.224

705.124

1089.053

530.826

349.513
1158.727
1027.196

705.124

765.671

STNFRII

2256.85

1067.207

2006.962

1276.892

1650.344

1165.111

1248.994

2552.636
2670.882
2125.018
1486.391
1641.833
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IL6R ILIRA Endotelina

25451.19 240.296

29326.13 0
27772.76 0
29421.56 0

26577.19 39.332

50692.51 0
30432.49 0
39264.99 0
25051.49 0
34072.52 549.986

18182.8 0

47166.86 108.884

9.447

31.215

17.509

2.53

5.118

3.548

11.865

8.683
10.974
1.342
6.222
3.93



Ndmero

Eppendorf Paciente v/m

73GGV

74MACP
75CPS

76 PCCS
77MJS
7s MRF
79VRC
so KMAA
g1 PMC
g2 JBMM
s3DM

84 JMBF
85 JAJ

86 ACO
87VBS
8sCM
90DLB
91JBN
92RCGA
93MCS

IL-6
0.68<5,0

1.16

0.86

0.84<5,0
0.9

0.85

0.81<5,0

0.81

0.7

1.29

0.81<5,0

0.82<5,0

0.7<5,0

0.96

IL-1-
beta

<5,0
7.6<5,0
21.6<5,0
10.6<5,0
<5,0
10.1<5,0
31<5,0
7.9<5,0
<5,0
21.9<5,0
6.4<5,0
29.2<5,0
9.4<5,0
17.4<5,0
9.2<5,0
<5,0
<5,0
<5,0
24.3<5,0
19.7

TNF

4.3

214
24.8

12.2
142
9.5
232
159
19.2
5.3
8.5
44.7
375
9.8
24.3
30.8
173
15.8
89.5

STNFRI
845.326

811.032
619.152

2050.039

1214.476
734.175
861.408
1449.05

854.51
795.107
641.022
667.426

575.79

1327.219

1337.099

1027.196

1426.523
440.702

STNFRII
1983.275

1924.181
1859.28

4197.142

1741.515
1403.495
1602.883
2424.573
2410.921
1905.638
1357.113
1262.916
1900.262
1393.853
1832.638
2025.251
1848.576
1669.124

IL6R

23311.46 0
18258.88 0
36202.34  3.585
32452.86 0
41878.99 0
41203.98 0

35520.4 0
29564.98 0

26759.5 0
37263.51 0

20894.3 321.356
31262.72 0
47645.98 0
35834.38 26.202
35051.89 0
54274.71 0
38501.83 0
21138.52 0

125

ILIRA Endotelina

7.41

0.323
17.297

15.345

2.106

7.58
0.705
2.869

0.62
8.683
2.954
3.761

1.13

1.172
0.451
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