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RESUMO

Os agentes infecciosos têm sido considerados iniciadores da desestabilização da placa

de ateroma. Este mecanismo pode estar relacionado a uma intensificação do processo

inflamatório através da interação dos receptores de membrana CD14 e TLR com os

microorganismos. Para avaliar esta hipótese, estudou-se a participação da resposta

inflamatória induzida por Chlamydophila pneumoniae (Cp) e Mycoplasma pneumoniae

(Mp) em indivíduos com infarto agudo do miocárdio (IAM). Avaliou-se também, a

possível associação entre polimorfismos dos genes CD14, TLR2, TLR4 e TNFA e a

expressão dos genes IL6, TLR2, TLR4 e TNFA em leucócitos do sangue periférico,

assim como a sua associação com o IAM. Para isso, foi realizado um estudo caso

controle constituído por pacientes com IAM e por indivíduos sem evidência de doença

cardiovascular (grupo controle). As imunoglobulinas IgM e IgG séricas anti-Cp foram

detectadas por imunofluorescência indireta. ° DNA dos agentes infecciosos foi

detectado no sangue periférico pela PCR em tempo real. A genotipagem dos

polimorfismos TNFA -308G>A, IL6 -174G>C, CD14 -260C>T, TLR4 (Asp299Gli e

Thr39911e) e TLR2 Arg753Gln e a quantificação relativa da expressão gênica nas

células sanguíneas foram analisados pela PCR em tempo real. A porcentagem de

positividade para DNA de Cp foi de 18,0% e 8,1% nos grupos IAM e controle (p=0,071),

respectivamente, (p=0,071). Foram positivos para DNA de Mp, 5,0% e 11,2% dos

indivíduos nos grupos IAM e controle, respectivamente (p=O,318). Sete indivíduos

(7,1%) do grupo IAM tiveram títulos anti-Cp IgG positivos (1:512) e 3,9% dos indivíduos

do grupo controle (p=0,718). A expressão do TLR4 foi significantemente menor no

grupo IAM (0,00113±O,00102) comparado ao grupo controle (0,00144±0,000806;

p=0,003). As frequencias genotípicas e alelicas dos polimorfismos TNFA -308G>A,

CD14 -260C>T, TLR4 (Asp299Gli e Thr39911e) e TLR2 Arg753Gln foram similares entre

os grupos estudados (p>0,05) sugerindo que esses polimorfismos não estao



associados com IAM nesta amostra populacional. No grupo IAM, houve associação

entre o genótipo -260CT+TI CD14 com títulos IgG anti-Cp detectados na diluição 1:16

(p=O,042). Da mesma forma, o alelo A do polimorfismo -30SG>A TNF-a foi associado

com títulos positivos de IgG anti-Cp na diluição 1:512 (p=O,005S). No grupo IAM,

pacientes positivos para DNA de Cp tiveram maiores concentrações de fibrinogênio do

que pacientes negativos para este agente infeccioso (541 ,S±161 ,5mg/dL e

450,5±196,Smg/dL, respectivamente; p=O.043). Os agentes infecciosos Chlamydophila

pneumoníae e Mycoplasma pneumoníae não foram significantemente mais frequentes

em indivíduos que tiveram infarto agudo do miocárdio em relação ao grupo controle,

porém houve uma associação, no grupo IAM, entre positividade para DNA de C.

pneumoníae e concentrações mais elevadas de fibrinogênio.



ABSTRACT

Atheroma plaque instability has been attributed to the presence of some infectious

agents. This mechanism may be related with increased stimulus of inflammatory

process through interactions of CD14 and TLR with infectious agents. In this present

study, it was evaluated the association of the presence of Chlamydophila pneumoniae

and Mycoplasma pneumonia with acute myocardial infarction (AMI). A case-control

study was conducted with AMI patients and non-AMI individuais as controls.

Immunoglobulin G (lgG) and IgM antibodies anti-Chlamydophila pneumoniae were

detected by indirect immunifluorescent assay and the Cp DNA and Mp DNA were

detected by real time PCR (RT-PCR) in peripheral blood cells. Using the same method,

the individuais were genotyped and the gene expressions of TLR2, TLR4, IL-6 e TNF-a

were evaluated by RT-qPCR. In AMI patients, Cp DNA and Mp DNA were positive in

1S,0% and 5,0% samples, respectively. In controls, S,1 % and 11,2% were positive for

Cp DNA and Mp DNA, respectively. TLR4 expression was significantly decreased in

AMI patients (0.00113±0.001 02) compared with controls (0.00144±0.000S06; p=0.003).

The frequencies of -30SG>A TNF-o., -260C>T CD14, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4

e Arg753Gln TLR2 SNPs in AMI group were similar to those found in controls. On the

other hand, In AMI group, the -260CT+TI CD14 genotype was associated with anti-CP

IgG antibody titer of 1/16. Likewise, the rare allele of -30SG>A TNF-a was associated

with anti-CP IgG antibody titer of 1/16. Cp DNA positive patients had high concentration

of fibrinogen when compared with negative patients. In conclusion, Cp DNA and Mp

DNA positivity were not associated with AMI.
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1 - INTRODUÇÃO

As doenças cardiovasculares constituem atualmente a principal causa de

morte e incapacitação dentre as doenças humanas, correspondendo a

aproximadamente um sexto das mortes na população adulta (L1oyd-Jones et aI., 2010).

Dentre estas mortes, o infarto agudo do miocárdio é a manisfestação clínica mais

prevalente, sendo que quase todos os casos de infartos do miocárdio resultam do

processo aterosclerótico nas artérias coronárias, geralmente com trombose coronária

sobreposta.

A aterosclerose é resultado de alterações vasculares que evoluem de forma

lenta e progressiva, levando a obstrução parcial ou completa do lúmem da artéria se

manifestando como um evento agudo (Libby and Theroux, 2005; Akasaka et aI., 2010).

A gênese da lesão aterosclerótica da artéria coronária é um assunto

controverso e complexo, e vários fatores de risco têm sido associados com o seu início

e desenvolvimento. Atualmente, entende-se o processo aterosclerótico não apenas

como decorrência do acúmulo de lípides nas paredes dos vasos, mas também como

conseqüência da disfunção endotelial e da ativação do sistema inflamatório (Libby et

aI., 2010). A agressão ao endotélio provoca uma resposta inflamatória crônica na

parede arterial e esta é a hipótese mais aceita para a etiopatogenia da aterosclerose.

Esta resposta inicia-se por alguma forma de lesão do endotélio devido a forças

mecânicas associadas como a hipertensão arterial, toxinas exógenas como aquelas

encontradas no tabaco, proteínas anormalmente glicadas associadas com os diabetes

melito, lípides ou proteínas modificadas por oxidação e, possivelmente, infecções virais

e bacterianas. (Tiong and Brieger, 2005; Damy et aI., 2009; Akasaka et aI., 2010).
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A lesão do endotélio resulta em sua disfunção, aumento da permeabilidade e

da adesão de monócitos e macrófago~ no endotélio vascular. Subsequentemente

ocorre a deposição de lipoproteínas na camada íntima da artéria, principalmente as

lipoproteínas de baixa densidade (LOL), ricas em colesterol e as lipoproteínas de muita

baixa densidade (VLOL) bem como suas formas modificadas por oxidação (Tiong and

Brieger, 2005). Os leucócitos mononucleares após entrarem no ateroma nascente, por

meio de adesão às células endoteliais e penetração na camada íntima por diapedese

entre as junções intercelulares, iniciam a captação de Iípides modificados,

principalmente o LOL-oxidado pelas espécies reativas de oxigênio (EROS), produzido

pelo estresse oxidativo, e conferindo aos macrófagos o aspecto de células espumosas

e favorecendo, sua retenção na placa (Hwang et aI., 2011).

Entre as alterações causadas pela presença de LOL-oxidado está também a

produção de interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), que estimula a migração e

proliferação das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem

para a íntima, passam a produzir não só citocinas como também componentes da

matriz extracelular que formará parte da capa fibrosa da placa (Libby and Theroux,

2005; Akasaka et aI., 2010). As células do músculo liso produzem uma grande

quantidade de componentes da matriz extracelular, incluindo colágeno, elastina e

vários tipos de proteoglicanas durante o processo inflamatório como mecanismo de

reparo do tecido lesado (Libby and Theroux, 2005). Além dessas substâcias, os fatores

de crescimento também produzidos pelas células do músculo liso, dentre eles, o TGF

~, PDGF, FGF-2 também participam do mecanismo de reparo do tecido lesado. A

proliferação e a síntese de colágeno tipo 1 na matriz extracelular implicam em um
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processo lento e progressivo de crescimento da placa, culminando na estabilização da

pl:::lca pela formação de uma cápsula fibrosa envolvendo o ateroma. Porém, muitos

mediadores produzidos por macrófagos e linfócitos T ativados promovem um efeito

desestabilizante na placa (Hansson, 2005). O processo de apoptose pode ser ativado

por mediadores inflamatórios e este processo é reconhecido como um mecanismo de

morte de células espumosas na placa (Deguchi et aI., 2006). A apoptose celular pode

levar a uma ruptura da placa de ateroma. Em adição, durante a inflamação, um

importante mecanismo de desintegração da placa é iniciado com degradação da matriz

extracelular por metaloproteinases (MMP), como a colagenase intersticial MMP1, a

estromalisina MMP3 e as gelatinases MMP2 e MMP9 (Libby, 2002; Deguchi et aI.,

2006).

Enclotoxinas) Pl'Oteíaas de
choq.e tér.ico, LDL oxidado
e outl'Os ligantes

aUJ

Citocinas inflamatórias
(lL6, TNFA). quimiocinas,
proteases

(

TLR2

Macrófago

E)--•

Infarto Agudo do
Miocárdio

t
..I Inflamação, dano tecidual I

Figura 1. Modelo esquemático da contribuição do processo inflamatório para a manifestação do
infarto agudo do miocárdio (Libby et aI., 2009).
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Quando a placa apresenta uma cápsul~ espessa torna-se menos propensa a

ruptura. As placas fibrosas são clinicamente estáveis e podem ser constituídas ou não

de pequena quantidade de lipídeos extracelulares (Yeghiazarians et aI., 2000; Rosso et

aI., 2005; Post and Munzel, 2010). Na artéria coronária, muitas dessas lesões

permanecem clinicamente silenciosas ou podem progredir lentamente para uma angina

de peito estável. Uma placa é considerada vulnerável (ou imatura) quando apresenta

risco de ruptura e é caracterizada por grande quantidade de lipídeos e cápsula fibrosa

delgada ou macroscopicamente ausente (Post and Munzel, 2010). A ruptura dessa

placa poderá ocasionar uma obstrução parcial ou total do lúmen da artéria através da

formação de um coágulo sangüíneo. Quando ocorre a ruptura da placa, existe

exposição de colágeno e fragmentos de tecido conjuntivo da região subendotelial. As

plaquetas, células do sangue, aderem e agregam-se ao local da ruptura, liberando

substâncias que desencadeiam o processo de coagulação, resultando na formação do

trombo (Ishii and Yoshida, 2011).

A intensidade da resposta inflamatória local e sistêmica possui um papel muito

importante na instabilidade e ruptura da placa (Yeghiazarians et aI., 2000; Deguchi et

aI., 2006; Croce and Libby, 2007). A resposta inflamatória é resultado de uma lesão

tecidual que imediatamente produz fenômenos vasculares mediados principalmente

pela histamina. Os resultados são o aumento da perfussão sanguínea e estímulo à

produção de mediadores inflamatórios, que promovem um aumento da permeabilidade

capilar e também quimiotaxia atraindo neutrófilos e macrófagos para o foco da lesão

(Libby, 2002). Estas células por sua vez fagocitam os elementos que estão na origem
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da inflamação e produzem mais mediadores químicos dentre os quais estão as

citocinas, como por exemplo o fator de necrose tumoral a (TNFa) e as interleucinas,

quimiocinas, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos (Sbarsi et aL, 2007).

Dentre os principais receptores envolvidos no processo inflamatório estão às

proteínas Cluster of differentiation 14 (CD14) e os receptores ToII-like (TLR) (Figura 2).

Estas proteínas são capazes de interagir com componentes celulares de

microorganismos apresentando uma grande importância no reconhecimento de

patógenos e no desenvolvimento de uma resposta inflamatória (Armant and Fenton,

2002; Fernandez-Real et aL, 2003; Romano Carratelli et aL, 2009).

O CD14 é uma glicoproteína de 55 kDa que reconhece diversos Iigantes, como

lipopolissacarídeos e peptidoglicanos (Stelter, 2000). Esta glicoproteína é expressa

principalmente na superfície de células mielóides e tem como principal função a

ativação dos TLR (Wang et aL, 1995; Takeda, 2010).

O TLR-4 é uma proteína transmembrana que reconhece Iigantes como proteínas

de choque térmico, LDL oxidada e Iipopolissacarídeos, desencadeando um processo

inflamatório (Hansson, 2005; den Dekker et aI., 2010). Além do TLR-4, o TLR-2

também desempenha uma função importante no reconhecimento de substâncias

endógenas e exógenas e este receptor reconhece componentes celulares de bactérias

gram-negativas, gram-positivas e alguns vírus (Frantz et aI., 2008; Erridge, 2010).

É através de sua região extracelular que os TLR reconhecem seus ligantes

diretamente ou através da interação com o CD14 (Figura 2) (Schroder and Schumann,

2005). Os TLR possuem uma região intracelular no citoplasma que é homóloga ao

receptor de interleucina 1 (IL1R), incluindo um domínio conservado de
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aproximadamente 200 aminoácidos, denominado TolI-IL1R. Além desta estrutura

similar, TLRs e IL1R também possuem uma molécula adaptadora em comum, a

diferenciação mielóide 88 (MyD88) (Figura 3), que também contém um domínio TolI-

IL1R (Takeda and Akira, 2005, 2007).

LTA + LBP

NFKB

MYD88---..' ----. TNFa---..1)' _-...-~- ..c:5VTLR2/1.6 c-r-
~~~ CD14

LPS LPS + LBP
I
I
I
I

•
o,
I
I
I
I

TLR21igand
ego LTA

Figura 2. Mecanismos de reconhecimento dos ligantes pelo TLR. Este reconhecimento
ocorre devido à interação do TLR com outras proteínas, principalmente com o
CD14. Retirado de SHRODER, 2005.

Uma vez o TLR ativado ocorre ativação de moléculas de adaptação e,

consequentemente, do complexo quinase do inibidor do fator nulear k~ (IK-~),

denominada IKK. A fosforilação mediada por IKK resulta na ubiquitinação e fosforilação

do IK-~ e posteriormente, o fator nuclear-KB (NF-KB) deixará de ser inibido ocorrendo a

sua translocação para o núcleo. Este processo permite a expressão de vários genes

pró-inflamatórios, como a interleucina-6 (IL-6) (Figura 3) (Takeda and Akira, 2007).

Existe uma outra via de sinalização do TLR que é a via independente do MyD88. Por

esta via ocorre a ativação da Proteína adaptadora contendo domínio do receptor
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interleucina-toll (TIRAP), da proteína adaptadora contendo um domínio TIR e indutora

do IFN-13 (TRIF) e do fator regulatório de interferon (IRF3), que ativam a expressão de

genes inflamatórios (Kaisho and Akira, 2006).

A IL-6 é uma citocina que estimula a resposta de fase aguda do fígado a infecções

e ao dano tecidual, incluindo a estimulação da expressão de proteína C reativa, do

inibidor do ativador do plasminogênio (PAI-1) e do fibrinogênio (Bennet et aI., 2003). A

IL-6 está relacionada também à diferenciação e ativação de macrófagos e linfócitos T e

B (Terry et aI., 2000). O gene que codifica IL-6 não tem expressão constitutiva

significativa, mas é altamente expressa por várias células como monócitos/macrófagos,

fibroblastos, células endoteliais, adipócitos e células T em situações de sepse (Tsezou

et aL, 2008).

O TNF-a é uma citocina pró-inflamatória que é reconhecida por divervos tipos

celulares, como as células endoteliais, que resulta na ativação da sinalização para

expressão de moléculas de adesão em leucócitos e consequentimente promove a

migração sub-endotelial de leucócitos (Gu et aL, 2006; Zeng et aL, 2009).
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Figura 3. Mecanismos de sinalização por TLR. Duas vias 1. Via dependente de MyD88 e
2. Independente de MyD88. Retirado de ARMANT, 2002.

Os receptores CD14, TLR e as citocinas IL-6 e TNF-a, portanto, estão

diretamente envolvidos no processo inflamatório e alterações nos seus genes podem

comprometer a sinalização intra e intercelular necessária para o desenvolvimento deste

processo (Tsung et aL, 2007; Dehus et aI., 2008; Unal et aL, 2008; Riikola et aL, 2009).

Diversos estudos descreveram o aumento da expressão dos receptores de membrana

TLR e CD14 durante o infarto do miocárdio (Edfeldt et aL, 2004; Morange et aL, 2005).

O aumento das concentrações de IL-6 e TNF-a no infarto do miocárdio foi descrito por

vários estudos que mostraram que estes seriam marcadores de eventos coronários

futuros em indivíduos saudáveis e sua elevação correlaciona-se à maior mortalidade

em pacientes com síndrome coronariana aguda (Lindmark et aL, 2001; Bennet et aL,

2003; Carty et aL, 2009).
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o gene CD14 está localizado no cromossomo 5, consiste de 3.900 pb

organizados em 2 exons e codifica uma proteína de 375 aminoácidos (Hubacek et aI.,

1999). Um dos polimorfismos do CD14 mais importantes é a substituição de citosina

por timina no nucleotídeo 260 da região promotora (-260C>T, rs2569190) (Bernardo et

aI., 2006). Este polimorfismo está associado a diferenças na resposta inflamatória,

aumento de concentrações plasmáticas da forma solúvel do CD14 e maior taxa de

infecção por Chlamydophila pneumoniae (Eng et aI., 2003; Bernardo et aI., 2006).

O gene que codifica o TLR-4 (TLR4) está localizado no cromossomo 9 e por

processamento alternativo são transcritas quatro isoformas de RNA mensageiro

(RNAm) e a quantidade de exons varia de 3 a 5 (Rock et aI., 1998). Um dos

polimorfismos do TLR4 mais importantes é a substituição de adenina por guanina no

nucleotídeo +896 que resulta na troca de ácido aspártico por glicina no códon 299,

denominado Asp299Gli ou 896A>G, rs4986790 (Schroder and Schumann, 2005;

Takeda and Akira, 2005). Este polimorfismo, localizado no último exon, altera o domínio

extracelular do TLR-4 dificultando o reconhecimento de patógenos, sendo este

associado à alteração da resposta inflamatória (van der Graaf et aI., 2005) e a maior

susceptibilidade a infecções (Schroder and Schumann, 2005). Além deste outros

polimorfismos que alteram o domínio extracelular do TLR-4 estão associados a uma

alteração do processo inflamatório e à susceptibilidade a infecções, como o

polimorfismo TLR4 Thr39911e (Schroder and Schumann, 2005). Este se localiza no

último exon do TLR4, e é resultado da substituição de citosina por timina no

nucleotídeo +1197 que resulta na troca de treonina por interleucina no códon localizado

no aminoácido 299, também denominado 1197C>T, rs4987233 (Figura 4).
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o receptor toll-like 2 (TLR2) é uma proteína transmembranar pertencente à

família dos recetores TolI. O TLR2 age como receptor funcional para tanto para

reconhecimento de bactérias gram-positivas, quanto para as bactérias gram-negativas

(Fan et aI., 2009). Tal como todos os outros membros da família TLR, o TLR2 é

composto de um domínio extracelular contendo várias leucinas, uma região

transmembranar, e uma cauda citoplasmática conservadas contendo um domínio TIR.

o gene que codifica o TLR-2 (TLR2) está localizado no cromossomo 4, possuindo 1

exon e 3224 pares de nudeotídeos. O TLR2 codifica uma proteína com 784

aminoácidos e de um peso molecular de 84 kDa. O polimorfismo do TLR2 denominado

Arg753Gln, rs5743709 foi associado com uma maior suceptibidade a infecções, sendo

esta a possível relação deste polimorfismo com o infarto agudo do miocárdio (Schroder

and Schumann, 2005; Poikonen et aI., 2009).
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Figura 4. Modelo esquemático da localização dos principais polimorfismos do TLR2 e TLR4.
Retirado de SCHRODER, 2005.



35

o gene que codifica o TNF -a está localizado no cromossomo 6, possuindo

quatro exons e 1676 nucleotídeos. Variações da expressão de TNF-a em humanos

como consequência de polimorfismos do TNFA foi demonstrado em vários estudos,

sendo a principal alteração a substituição de uma guanina por uma adenina no

nucleotídeo -308 na região promotora do TNF-a (Keso et aI., 2001) (Elahi et aI., 2009).

Ghaderian et ai demonstraram uma associação entre este polimorfismo com o infarto

agudo do miocárdio, sugerindo que esta associação aconteceria devido a um aumento

significativo do estímulo inflamatório em pacientes portadores do alelo raro A

(Ghaderian et aI., 2010).

1.1 Agentes Infecciosos e aterosclerose

Desde os primeiros relatos sobre lesões ateroscleróticas e, principalmente, nos

últimos trinta anos, avanços extraordinários foram obtidos referentes aos mecanismos

celulares e moleculares da aterogênese. Esses avanços desenvolvem-se em paralelo

ao crescimento da compreensão da Biologia Vascular, homeostase e metabolismo

lipídico (Loscalzo et aI., 2005). A interação inflamação-infecção na aterogênese,

também, é de fundamental importância para os avanços neste processo, o qual é

complexo e multifatorial. Infecções bacterianas, tais como: C. pneumoniae, M.

pneumoniae, podem desencadear a secreção de citocinas inflamatórias, conduzindo à

aterogênese.

As infecções representam o possível vínculo entre a doença arterial coronariana

e os bem reconhecidos riscos associados com marcadores inflamatórios circulantes,
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tais como a proteína C reativa, fibrinogênio, amilóide sérico, IL-6 e TNF-a (Kuo and

Campbell, 2003; Jha et aI., 2009).

Estudos em humanos sugeriram que a infecção pode predispor à aterosclerose.

Nesses estudos, foram detectados agentes infecciosos na parede dos vasos com lesão

aterosclerótica, além disso, foi estabelecida relação entre titulos altos de

Imunoglobulina G (lgG) contra agentes infecciosos e a aterosclerose (Ieven and

Hoymans, 2005; Schrijvers et aI., 2007; Jha et aI., 2009).

A aterogênese poderia ser iniciada por um agente infeccioso ao lesar o endotélio

vascular, diretamente por invasão da íntima do vaso, ou indiretamente através da

liberação de lipopolissacarídeo (LPS) sistemicamente, com subseqüente ativação de

citocinas pró-inflamatórias. Os microorganismos também poderiam levar a aceleração

da aterosclerose em qualquer estágio por aumento do recrutamento de células

inflamatórias (macrófagos, linfócitos T) às lesões pré-existentes, como também,

poderiam ser levados às lesões ateroscleróticas precoces por monócitos, macrófagos

ou linfócitos. Estas celulas estimulam a produção de moléculas de adesão e citocinas

pró-inflamatórias, eventualmente, levando a progressão da lesão por aumento do

acúmulo de macrófagos na íntima e proliferação das células musculares lisas, todos

componentes críticos no desenvolvimento da aterosclerose (Kuo and Campbell, 2003).

Indiretamente, as infecções crônicas poderiam resultar em alterações nos perfis

lipídicos sanguíneos através da liberação de citocinas sistêmicas, levando a um

ambiente pró-aterogênico. As infecções podem resultar na diminuição ou incapacidade

funcional da lipoproteína de alta densidade (HDL) que é anti-aterogênica, como

também, no aumento de triglicerídeos e lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL)
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que são pró-aterogênicos (Figura 5) (Damy et aI., 2009; Fong, 2009).
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Figura 5. Potenciais mecanismos das infecções no desenvolvimento da aterosclerose
resultando no IAM (Campbell et aI., 2010).

Teoricamente, as infecções podem potencializar a precipitação aguda de

eventos isquêmicos nos estágios finais do desenvolvimento aterosclerótico. Isto

poderia ocorrer devido à produção de metaloproteinases que são capazes de degradar

todos os tipos de proteínas presentes na matriz extracelular (Sanchez-Escuredo et aI.,

2010) e por geração de ambiente pró-coagulante, mediado por citocinas inflamatórias,

aumentando a produção de plaquetas, fibrinogênio e fator tissular (Fong, 2009).

1.1.1 Chlamydophila pneumoniae

o envolvimento da infecção pela Chlamydophila pneumoniae foi relatado
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sugerindo coadjuvar a manifestação das doenças cardiovasculares. Este é um

patógeno procariotc intracelular que pode infectar e sobreviver em Ur.1a variedade

ampla de células hospedeiras, incluindo epitélio pulmonar, macrófagos, monócitos,

células musculares lisas e endotélio vascular (Ieven and Hoymans, 2005). Foi

demonstrado que C. pneumoniae é capaz de iniciar e propagar a inflamação em meios

que contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose (Campbell and Kuo, 2004;

Palikhe et aI., 2009).

C. pneumoniae pode infectar e modificar a fisiologia de várias células típicas

presentes na circulação e devem transitar do pulmão para o ateroma via monócitos

circulantes (Palikhe et aI., 2009). Células infectadas, subsequentemente, possuem uma

expressão de moléculas de adesão desregulada e produzem citocinas inflamatórias

(Jha et aL, 2009). C. pneumoniae, intacta ou seu LP8, pode aumentar a captação de

LDL por macrófagos humanos para se tornarem células espumosas ricas em éster de

colesterol, um componente chave no início da aterogênese. Além do mais, a proteína

de choque térmico 60 de C. pneumoniae (H8P-60) pode potencializar a oxidação

intracelular da LDL, sua forma tóxica, que é considerada mediador primário da

aterogênese (Fong, 2009).

Muitos estudos detectaram DNA de C. pneumoniae em placas ateroscleróticas

por hibridização in situ (Higuchi et aI., 2000; Damy et aL, 2009); pela reação em cadeia

da polimerase (PCR) (Palikhe et aL, 2008; Palikhe et aL, 2009), assim como pela PCR

em tempo real (Jha et aI., 2009).

No estudo de Guech-Ongey et aI. (2006), os pesquisadores não descartaram a

possibilidade da C. pneumoniae aumentar o risco de eventos secundários
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cardiovasculares em pacientes que já possuíam doenças cardíacas (Guech-Ongey et

aI., 2006). A associação entre C. pneumoniae e doença arterial (coronária, carotídea e

periférica) foi descrita em estudos soro-epidemiológicos (Momiyama et aI., 2004; Jha et

aI., 2009).

1.1.2 Mycoplasma pneumoniae

O Mycoplasma pneumoniae tem sido associado à patogênese da aterosclerose

e à desestabilização da placa de ateroma possivelmente por exacerbar o processo

inflamatório crônico (Momiyama et aI., 2004; Damy et aI., 2009; Maia et aI., 2009). Este

microorganismo faz parte do grupo dos Micoplasmas, que é um grupo dos menores e

mais simples procariotos auto-replicantes. Estes organismos são diferentes de outras

eubactérias em muitos aspectos, tais como pela ausência da parede celular e por

apresentarem um genoma bem reduzido (Waites and Talkington, 2004).

A infecção por M. pneumoniae ocorre no trato respiratório inferior e superior, em

crianças e adultos, em todas as partes do mundo. O clima e área geográfica não têm

muita significância para potendializar o risco de infecção. Esta bactéria é transmitida

por aerossóis de pessoa para pessoa (Waites and Talkington, 2004; Smith, 2010).

Foi observado que em células epiteliais do trato respiratório o M. pneumoniae,

para facilitar sua interiorização na célula hospedeira, libera peróxido de hidrogênio e

radicais superóxido, que agem concomitantemente com algumas moléculas endógenas

induzindo um estresse oxidativo no epitélio do hospedeiro (Waites and Talkington,

2004). Sabe-se que uma das causas para disfunção endotelial nas artérias é o estresse

oxidativo.
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Os micoplasmas possuem lipoproteínas fixas na porção exterior da membrana

plasmática, denominadas de lipídeos associados a proteínas de membranas (LAMPS),

altamente antigênicas. Atualmente, as LAMPS têm atraído atenção pela sua abudância

nos micoplasmas ao contrário de outras eubactérias (Vou et aL, 2006). Estas proteínas

induzem a liberação de citocinas inflamatórias, tais como IL-113, IL-6, TNF-a e

quimiocinas como IL-8, proteína quimiotáxica monocitária (MCP-1), proteína

inflamatória de macrófagos 1 alfa (MIP-1a), fator estimulante de colônia de monócito

granulócito (GM-CSF), como também prostaglandinas e óxido nítrico. Especula-se que

a injúria nas células hospedeiras não consiste de uma lesão direta, mas sim devido a

sua própria imunopatogênese (Vou et aL, 2006; Damy et aL, 2009).

M. pneumoniae é um patógeno respiratório comum. Exibe comportamento

epidemiológico e suscetibilidade a antibióticos similares ao da C. pneumoniae, mas

uma característica marcante é a necessidade de colesterol para a sua sobrevivência.

Este microorganismo já foi detectado nos centros lipídicos das placas de ateroma

presente nas coronárias, juntamente com C. pneumoniae (Higuchi Mde and Ramires,

2002).

Os fatores de riscos convencionais para aterosclerose como, por exemplo,

hábito de fumar e hipertensão, não completamente explicam a fisiopatogenia desta

doença em todos os casos de infarto agudo do miocárdio. Por isso, existe a

necessidade de pesquisar novos fatores de riscos que estejam relacionados com c

desenvolvimento desta doença. Estudos epidemiológicos têm sugerido que algumas

infecções estão associadas com o desenvolvimento do infarto agudo do miocárdio, pois

detectaram DNA bacteriano em lesões ateroscleróticas (West et aI., 2009; Sakurai·
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Komada et aI., 2010), além disso, os riscos de ter doenças coronarianas, como o infarto

agudo do miocárdio ou angina instável, durante os meses de frio intenso são mais

elevados que no verão, isto sugere uma associação entre as infecções respiratórias

que aumentam nesta época do ano e esta doença, portanto alguns microorganismos

podem provocar uma desestabilização de uma doença coronária pré-existente por

ativar a expressão de genes inflamatórios em diversos tipos celulares, contribuindo

assim para o rompimento das placas ateroscleróticas pré-existentes nas coronárias

causando novos casos de síndrome coronariana aguda. A hipótese de que as bactérias

que causam infecções respiratórias podem ser um potencial fator de risco para infarto

agudo do miocárdio, nos levanta a proposta de que o provável caminho pelo qual essas

bactérias oriundas do trato respiratório cheguem às artérias coronárias seria através

das células do sangue periférico que são atraídas a camada íntima da artéria por

quimiotaxia. Portanto, este trabalho pesquisou a presença de M. pneumoniae e C.

pneumoniae em células do sangue periférico de pacientes que tiveram infarto agudo do

miocárdio (grupo IAM) e de indivíduos controles (grupo controle) e também procurou

uma associação com a diferença genética entre os individuos da resposta imune inata

por via de sinalização e ativação por TRL e produção de algumas citocinas

inflamatórias.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a relação entre a presença de infecção por C. pneumoniae e/ou M.

pneumoniae e infarto agudo do miocárdio (IAM), assim como a susceptibilidade

genetica.

2.1 Objetivos específicos

• Pesquisar o DNA de C. pneumoniae e M. pneumoniae no sangue periférico de

pacientes com IAM e indivíduos controles.

• Pesquisar a positividade para IgM e IgG anti-C. pneumoniae em pacientes com IAM

e em indivíduos controles.

• Descrever as frequencias genotípicas e alelicas dos polimorfismos TLR2 Arg753Gln,

TLR4 (Asp299Gli e Thr39911e), CD14 -260C>T e TNFA -30SG>A em pacientes com

IAM e indivíduos controle.

• Avaliar a associação entre os polimorfismos TLR2 Arg753Gln, TLR4 (Asp299Gli e

Thr39911e), CD14 -260C>T e TNFa -30SG>A e a expressão de mRNA de TLR2,

TLR4, IL6 e TNFa em sangue periférico e a ocorrência de IAM.

• Avaliar a associação entre a expressão de mRNA dos receptores de membrana

TLR-2, TLR-4 e das citocinas IL-6 e TNF-a, e concentrações de marcadores

inflamatórios (IL-6 e PCRUS) e positividade para os agentes infecciosos, em sangue

periférico.
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3. CAsuíSTICA E MÉTODOS

3.1 Características do grupo IAM

Foram incluídos 100 indivíduos com idade entre 30 a 65 anos, de ambos os

sexos, com diagnóstico de IAM, entre os que são atendidos no Instituto Dante

Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de

São Paulo (ISCMSP). O diagnostico de IAM foi estabelecido por pelo menos dois de

três critérios definidos pelas diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007).

Esses critérios são: a) clínico: relato de dor de localização torácica anterior, em aperto,

peso ou queimação, com duração superior a 20 minutos; b) eletrocardiográfico:

supradesnivelamento do segmento ST ;::: 1mm, a 0,02 segundos após o ponto J e que

evolui para formação de onda Q patológica (infarto Q) (duração> O,03s e amplitude> 3

mm), ou infradesnivelamento do segmento ST e/ou alterações das ondas T que não

evoluem para formação de ondas Q patológicas (infarto não-Q). Estas alterações

eletrocardiográficas estavam presentes em pelo menos duas derivações contíguas do

eletrocardiograma convencional, incluindo V7 e V8; c) marcadores cardíacos: valores

plasmáticos elevados (pelo menos o dobro do valor de referência) de creatina quinase

fração MB (CKMB) e troponina T acima do limite superior do valor de referência (0,1

IJg/mL) (Conti et ai, 2002).

Não foram incluídos, no estudo, os pacientes com IAM que apresentaram

quaisquer das seguintes condições: Doença crônica em atividade nos últimos dois

meses: doenças inflamatórias reumatológicas, doença inflamatória intestinal

(Retrocolite ulcerativa e doença de Crohn), insuficiência renal crônica, insuficiência

hepática, disturbio endócrino (Hiper e hipotireodismo, diabetes Melito tipo 1 e doença
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de Cushing), hipercolesterolemia familial conhecida ou presente em membros da

farr.íIia. Para a determinação dessas condições, além do questionário aplicado ao

paciente, foram realizados os seguintes testes de triagem: glicemia de jejum,

lipidograma, T4, Hormônio estimulante da tireóide (TSH), uréia, creatinina, Aspartato

aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), velocidade de

hemossedimentação (VHS) e pesquisa de antiestreptolisina O (ASLO).

3.2 Características do grupo controle

O grupo controle foi constituído por 120 indivíduos com idade entre 30 a 65

anos, de ambos os sexos, que não apresentavam história ou evidencia de doença

cardiovascular atual. A doença arterial coronária foi afastada pela realização de um

teste ergométrico cujo resultado foi totalmente dentro da normalidade. O grupo controle

foi formado por funcionários do departamento de manutenção e trabalhadores que

prestam serviço ao IOPC, e doadores de sangue ou acompanhantes do IOPC e da

ISCMSP.

3.3 Aspectos Éticos

O projeto foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa do IOPC, da

ISCMSP e da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo

(FCF/USP), (CEP-USP número 371).

Os indivíduos dos grupos IAM e controle foram informados de maneira clara

sobre os objetivos e importância da pesquisa desenvolvida neste trabalho. Os que

concordaram em participar, no dia da primeira entrevista, assinaram o Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido, conforme determina a resolução número 196, de

13 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saúde.

3.4 Amostras biológicas

A coleta de sangue periférico foi realizada por punção da veia antecubital

utilizando o sistema de coleta a vácuo, sendo tres tubos de 3mL com anticoagulante

EDTA (1 mg/ml) para extração de DNA (detecção de polimorfismos e agentes

infecciosos) e de RNAm (análise da expressão gênica), dois tubos de 5 mL, sem

anticoagulante, para algumas determinações bioquímicas e imunoquímicas, um tubo

com citrato de 3mL para dosagem do fibrinogênio plasmático e um tubo com fluoreto

de 3mL para determinação da concentração de glicose.
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4. Métodos

4.1 Coleta de dados clínicos

As informações clinicas e de risco cardiovascular foram obtidas por meio de

anamnese clássica, seguida pela realização de exame físico completo e

eletrocardiograma no dia da consulta. A pressão arterial foi medida no braço direito,

com o paciente sentado e tranqüilo, em três vezes consecutivas, com intervalos de 5

minutos. O peso foi determinado com roupas leves, sem sapatos, utilizando balança

mecânica Filizola modelo 31 e a altura mensurada com um antropômetro de 1,92 m. O

índice de massa corpórea (IMe) foi calculado com base na fórmula: peso dividido pelo

quadrado da altura. (ENGELAND et aI., 2003).

4.2 Avaliaçao de fatores de risco cardiovascular

Foram avaliados os seguintes fatores de risco para doença arterial coronária:

diabetes, hipertensão arterial, tabagismo, dislipidemias e obesidade. Os valores para

estabelecimento desses fatores de risco foram:

Hipertensão arterial sistêmica - De acordo com os dados das VI Diretrizes Brasileiras

de Hipertensão Arterial (Brandao et aI., 2010) foram considerados hipertensos os

pacientes em uso de medicação anti-hipertensiva ou que apresentavam história de

pressão arterial sistólica ~140 mmHg e/ou pressão arterial diastólica ~ 90 mmHg,

utilizando-se como referência a média de avaliações em pelo menos três dias

diferentes.
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Diabetes Melito tipo 11 - De acordo com os dados das VI Diretrizes Brasileiras de

Hipertensão Arterial (Brando.o et aI., 2010). Duas medidas de glicose plasmático. de

jejum ~ 7,Ommol/1 (126 mg/dl) em dois dias distintos, ou portadores de sintomas

clássicos de diabetes associados à glicemia ~ 11,1 mmol/I (200 mg/dl), ou pacientes

recebendo terapia com insulina ou hipoglicemiante oral.

Dislipidemias - De acordo com as IV Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia

sobre Dislipidemias (Sposito et aI., 2007), os seguintes valores foram adotados: a)

Hipercolesterolemia: colesterol total > 5,7 mmol/I (240 mg/dl), b) LDL colesterol

elevado: > 4,1 mmol/I (160 mg/dl), c) HDL colesterol baixo: < 1,02 mmol/I (40 mg/dl),

d) Hipertrigliceridemia: triglicérides > 2,26 mmol/I (150 mg/dl).

História familiar para doença coronária precoce - Pacientes com relato de doença

coronária em pais ou irmãos, abaixo dos 55 anos em homens, ou de 65 anos em

mulheres.

Tabagismo - Fumantes ativos ou com abstinência de tabaco há menos de três anos

antes do IAM foram considerados tabagistas, pois trabalhos populacionais

envolvendo mais de 1000 pacientes constataram que três anos após cessar o

tabagismo o risco para infarto ou óbito era similar aos do que nunca fumaram (Conti

et aI., 2002). Pacientes que nunca fumaram ou fumaram por um período inferior a um

mês foram definidos como não tabagistas. Os pacientes foram considerados

tabagistas se fumassem pelo menos 5 cigarros/dia.

Obesidade - De acordo com as IV Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia

sobre Dislipidemias (Sposito et aI., 2007). O IMC foi utilizado para definir sobrepeso

(IMC > 25,0 Kg/m2 ) e obesidade (IMC > 30,0 Kg/m2).
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4.3 Perfis bioquímicas e hematológicos

A glicose, o colesterol (CHOD-PAP), os triglicérides (GPO-PAP), o HDL

colesterol (HDL-CPLUS) e a uréia foram determinados por método enzimático e a

creatinina por método cinético colorimétrico em analisador automatico Hitachi-modelo

912 (Roche Diagnostics do Brasil, São Paulo, Brasil). As concentrações séricas de

colesterol da VLDL (VLDL-c) e da LDL (LDL-c) foram calculadas segundo a fórmula de

Friedewald e colaboradores (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A fórmula

só foi aplicável quando o valor de triglicérides fosse menor que 400 mg/dl. Nos casos

de triglicérides acima de 400 mg/dl, o LDL-c foi obtido pelo método do anti-soro

policlonal enzimatico. As dosagens de apolipoproteina AI (apo AI) e B (apo B) foram

realizadas por métodos imunoturbidimétricos em sistema automatizado Hitachi-modelo

912 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA). As concentrações de T4, TSH e IL6

foram determinadas pelo método de quimioluminescência utilizando o aparelho centaur

(Siemens Healthcare diagnostics, Atlanta, USA). As concentrações de PCR ultra

sensível (PCRUS) sérica foram determinadas pelo método de nefelometria utilizando o

nefelômetro BNII (Siemens Healthcare diagnostics, Atlanta, USA).

A contagem global de leucócitos, hemácias e plaquetas, dosagem de

hemoglobina, cálculo do hematócrito, índices hematimétricos, percentual de linfócitos e

valor absoluto de linfócitos foram realizadas utilizando sistema automatizado Counter

modelo T.890 (Roche Diagnostics do Brasil, Sao Paulo, Brazil). A contagem diferencial

de leucócitos foi realizada por método manual, através da leitura de esfregaços
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sanguíneos corados pelo método de Romanowsky, com corantes May-Grunwald e

Giemsa.

O plasma citratado foi mantido a -20°C para posterior determinação da

concentração de fibrinogênio plasmático. As determinações do fibrinogênio foram

realizadas por método de fotometria, protocolado para o aparelho Electra-modelo

1400C (Beckman coulter Inc, Paio alto, CA, USA).

4.4 Extração e análise de DNA genômico

O conjunto de reagentes da QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha)

foi utilizado para a extração de DNA humano e de bactérias presentes em amostra de

200 IJL de sangue periférico. A quantificação de DNA foi realizada por

espectrofotometria a 260nm utilizando-se o aparelho Nanodrop D-1000 (Nanodrop

Technologies, Delaware, EUA) e a pureza do DNA determinada pela relação

A26Dnm/A28Dnm (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

4.5 Pesquisa do rDNA 165 do agente infeccioso

4.5.1 Cepas de bactérias

A cepa de M. pneumoniae foi cedida pelo Laboratório sob responsabilidade do

Prof. Associado Jorge Tymenetsky do Instituto de Ciências Biomédicas da

Universidade de São Paulo. A cepa de C. pneumoniae AR-39 foi adquirida do American

Type Culture Collection, (Manassas, VA, EUA).
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4.5.2 Amplificação do fragmento rDNA 165 das bactérias

Amostras de cultura das bacterias foram submetidas à extração de DNA que foi

utilizado como controle positivo para a pesquisa de agentes infecciosos pela reação em

cadeia pela polimerase (PCR) e para construção do controle interno. Foram utilizados

iniciadores, cuja sequencia se encontra na tabela 2, que reconhecem a regiao rDNA

168 das bacterias.

Na PCR foi utilizada 50ng de DNA, 200 nmol/L de cada iniciadores (Prodimol

Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), 200nmol/L de dNTPs (Amersham

Biosciences, Piscataway/NJ, EUA), DNA polimerase 1 U (Biotools, Madri, Espanha),

tampão da PCR (75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KCI, 20 mM (NH4h804, 2 mmol/L

de MgCI2), em um volume total de 25 IJL com água deionizada esterilizada.

A PCR foi realizada no termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf AG,

Hamburg, Alemanha), utilizando o seguinte programa: ciclo inicial a 96°C por 3 min; 35

ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C 1 min; ciclo final de 72°C por 10 mino

Os produtos da PCR (amplicons) foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1% em tampao TBE 1X (8ambrook e Russel, 2001). Foram aplicados 51-lL de

amplicons diluídos em tampão de amostra de DNA. Como referência foi utilizado um

marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp (Invitrogen, Corporation CA, EUA) .

A eletroforese foi realizada por 30 min a 100 V e 60 mA em cuba horizontal modelo 250

(Invitrogen, MD, EUA). Os fragmentos foram visualizadas sob luz UV, após coloração

do gel com brometo de etídio (0,5 mg/mL) (8ambrook e Russel, 2001) e

fotodocumentadas em sistema de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5)

(Alpha Innotech Corporation, 8an Leandro, CA, EUA).
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Tabela 1- Iniciadores utilizados na peR para amplificação da região rDNA 168 das bacterias

Bacterias

M penumoniae

c. penumoniae

Iniciadores

5'- GACCTGCAAGGGTTCGTTATTT-3'

5'- GGCCGTIACCCCACCAA-3

5'- GGACCTTACCTGGACTIGACATG -3'

5'- TGTGTATCTGTCCTTGCGGAAA-3'

Tamanho do

amplicon

68 pb

70 pb

4.5.3 Preparação de células competentes

Uma colônia isolada de bactéria hospedeira E. calí cepa DH-5a foi expandida em

meio líquido de Luria-Bertani (LB) sem antibiótico, incubando-se sob agitação a 37°C,

até a obtenção de uma densidade óptica (DO) de 600 nm. As células foram isoladas

por centrifugação de 4000 rpm durante 10 minutos à 4°C em seguida o precipitado foi

homogeneizado com uma solução de cloreto de cálcio 50 mM gelado por 30 min e

centrifugadas à 4000 9 durante 5 mino As células foram re-suspensas em solução de

cloreto de cálcio 50 mM e DMSO 5% e conservadas a -70°C até o momento da

transformação.

4.5.4 Clonagem dos amplicons em vetor plasmidial

Os amplicons dos agentes infecciosos foram c1onados no vetor plasmidial

pGEM®-T Easy Vector (Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUA) utilizando a

enzima T4 DNA ligase (Invitrogen, MD, EUA) e tampao de ligacao rapida (Tris-HCI 60

mM pH 7,8, MgCI2 20 mM, ditiotreitol 20 mM, ATP 2 mM e 10% de polietilenoglicol).

Foram utilizadas 50 ng de plasmídeo, 20 ng do amplicon e 1 U de DNA Ligase, em 10

IJL de volume final. A mistura foi incubada por 1 hora à temperatura ambiente. O
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produto de ligação foi utilizado para transformação de bacteria E. calí cepa OH-50

competente.

4.5.5 Transformação de células E. calí competentes com plasmídeo recombinante

Para a transformação, foram utilizados 100 IJL de suspensão de células

competentes (descrita no item 4.5.3) e 10 IJL de plasmídeo recombinante. A mistura foi

homogeneizada e incubada por 20 min em banho de gelo, por 50 minutos a 42°C sem

agitação e, novamente, em banho de gelo por mais 2 mino Foi adicionado, então, 950

IJL de meio SOC (2,Og de triptona bacteriológica, 0,5 9 de extrato de levedura

bacteriológica, 0,05 9 de NaCI e água deionizada q.s.p 100 mL) e incubou-se a 37°C

por 90 min com agitação de 150 rpm. O produto de transformação foi semeado em

meio de cultura LB ágar contendo ampicilina 200 Ilg/mL, Isopropil Beta-O-1

Thiogalactopyranoside (IPTG) 0,1 mM e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-~-O

galactopyranoside (X-gal) 50 mg/mL, com incubação a 37°C por 16 h.

4.5.6 Extração do DNA plasmidial

Cada colônia isolada e carreadora de plasmídeo recombinante (pGEM-Cp e

PGEM-Mp) foi incubada em 5 mL de meio LB líquido contendo ampicilina (100 Ilg/mL)

por 16 h a 37°C com agitação de 150 rpm. A seguir, as culturas foram centrifugadas à

5.000 9 durante 5 min, 4 mL do sobrenadante foram removidos e o restante foi re

suspenso e transferido para tubo 1,5 mL estéril. O conteudo do tubo foi centrifugado à

12.000 9 durante 5 min o sobrenadante foi removido. O sedimento foi utilizado para
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extração dos plasmídeos recombinantes utilizando o kit GFX Micro Plasmid Prep Kit

(Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUJ'.).

Resumidamente, o sedimento foi re-suspenso em 300 IJL de solução I (Tris-HCI

100 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, Rnase I 400 IJg/mL), agitado vigorosamente em agitador

de tubos. A seguir, foram adicionados 300 IJL de solução 11 (NaOH 1 M, SDS 5,3%

m/v), homogeneizando-se o tubo por inversão de 10 a 15 vezes. Foram acrescentados

600 IJL de solução 111 (solução tamponada contendo acetado de sódio 3M), invertendo

se o tubo várias vezes até a formação de um precipitado floculento. Centrifugou-se à

12.000 g durante 5 min à temperatura ambiente. Cuidadosamente, o sobrenadante foi

transferido para outro tubo de 1,5 IlL esterilizado. A Metade deste volume

(aproximadamente 600 IJL) foi transferida a uma coluna GFX, previamente colocada em

um tubo coletor. Incubou-se por 1 min à temperatura ambiente e centrifugou-se à

12.000 g por 30 s à temperatura ambiente. O material coletado foi descartado e o

procedimento foi repetido para o volume restante. Após a centrifugação, adicionaram

se 400 IJL de tampão de lavagem (80% tampão Tris-EDTA e 20% etanol absoluto) à

coluna, que foi centrifugada à 12.000 g por 1 min à temperatura ambiente. A coluna foi

então colocada sobre outro tubo e a ela foram adicionados 75 IJL de tampão TE pH 8,0.

Incubou-se por 1 min à temperatura ambiente e centrifugou-se à 12.000 g por 1 min à

temperatura ambiente. O DNA plasmidial diluido em TE foi mantido a -20DC.

O DNA plasmidial (50ng) foi digerido com endonucleases EcoRI 5U (New

England Biolabs Inc., Ipswich MA) â 37 DC durante 2 horas e o produto gerado de

120pb e 119pb respectivamente para Cp e Mp foram analisados por eletroforese em

gel de agarose a 1%, para detecção do amplicon donado.
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4.5.7 Uso do controle interno na amplificação rDNA 168 bacteriano

Os plasmídeos recombinantes foram utilizados como controle interno em ensaios

da PCR em tempo real para quantificação de DNA bactérias Mp e Cp em amostras

biologicas.

Cada plasmídeo recombinante (pGEM-Cp e PGEM-Mp) foi quantificado por

espectrofotometria em UV. O número de cópias presente na solução foi calculado

utilizando-se informação da concentração e do peso molecular conhecido de cada

plasmídeo recombinante.

As soluções contendo os plasmídeos recombinantes foram diluidas em tampão

TE pH 8,0. Doze diluições seriadas de concentrações conhecidas (103 a 109 copias)

dos plasmídeos foram utilizadas em ensaios da PCR em tempo real para determinação

do limite de quantificação. Na tabela 3, estao indicados os iniciadores e sondas

utilizadas nos ensaios da PCR em tempo real. As sequencias das sondas Mp e Cp

foram selecionadas com o auxílio do programa Primer Express (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA) utilizando número de acesso genomico disponível no Banco de

Dados (Gene Bank - www.ncbi.nlm.nih.qov).

Tabela 2- Iniciadores e sondas utilizados na da peR em tempo real para amplificação da
região rDNA 168 das bactérias

Bactérias

M. pneumoniae

C. pneumoniae

Iniciadores e sondas

5'- GACCTGCAAGGGTTCGTTATTT-3'

5'- GGCCGTTACCCCACCAA-3

FAM 5'- TGAGGGTGCGCCATA -3'MGBNFO

5'- GGACCTTACCTGGACTTGACATG -3'

5'- TGTGTATCTGTCCTTGCGGAAA-3'

FAM 5'- TTGACAACTGTAGAAATAC -3' MGBNFO

Tamanho do
amplicon

68 pb

70 pb

Nota: MGB, Minar Grooving Binding; NFO, No fluorescence Ouencher
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Na figura 6, são apresentados os números de cópias do plasmideo pGEM-Cp,

os valores de ciclo threshold (Ct) e de eficiência da peR em tempo real utilizada para

detecção e quantificação do DNA de C. penumoniae.

O limite de quantificacão das bactérias foram determinados de acordo com a

menor concentração de DNA em que as triplicatas de amplificação possuía um Ct com

desvio padrão menor que 0,5 e tanto para Cp quanto para Mp o valor encontrado foi de

1000 cópias/IJL.

O limite de detecção que corresponde à amostra positiva, mas nem sempre

quantificável foi determinado de acordo com a amplificação das triplicata, ou seja; se

pelo menos duas das triplicatas amplificassem era considerada positiva. Portanto o

valor encontrado destes experimentos foi o Ct de 37 para ambas as bactérias. Como se

pode observar na figura 7, algumas amostras amplificaram no Ct acima de 37 e foram

consideradas negativas, pois apenas uma das triplicatas se encontrava amplificada,

isso nos garantiu uma segurança do resultado segundo critérios de controle de

qualidade em testes moleculares.,
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Figura 6. Amplificação de diluiçoes seriadas do plasmídeo recombinante pGEM-Cp (controle

interno para C. Pneumoniae) pela peR em tempo real: 1: 109 cópias; 2: 108 cópias; 3:

107 cópias; 4: 106 cópias; 5: 105 cópias; 6: 104 cópias; 7: 103 cópias.

4.5.8 peR em tempo real para detecção de agentes infecciosos

Amostras de DNA extraído de sangue humano foram amplificadas pela PCR em

tempo real juntamente com o plasmídeo recombinante (controle interno).

o ensaio da PCR em tempo real foi otimizado utilizando iniciadores 100-900

nmol/L, sonda TaqMan 50-400nM, PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems,

Califórnia, EUA) e 20 a 200ng de DNA, em volume final de 25 IJ.L. Os ensaios de

amplificaçao foram realizados em aparelho ABI Prism Sequence Detector System

7500 (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), utilizando o seguinte programa: um

ciclo de 95°C por 10 min; e 40 ciclos de 95°C por 10 s e 60°C por 1mino Após a

otimização da reação, a seguinde condição foi utilizada nas amostras de DNA dos

indivíduos deste estudo: iniciadores 200 nmol/L, sonda TaqMan 200nM, PCR Master

Mix 1x (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) e 100ng de DNA, em volume final de

25 IJ.L tanto para Cp quanto para Mp (Figura 7) .
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Figura 7 - Amplificação da região rDNA168 C. penumoniae de amostras de DNA de pacientes

com IAM. 1. 107 cópias/uL; 2. 105 cópias/uL; 3. 103 cópias/uL (Limite de

quantificação); 4. Limite de detecção.

4.5.9 Sequenciamento de DNA

Com a finalidade de validação da PCR em tempo real para detecção e

quantificação de DNA de C. pneumoníae e M. pneumoníae, amostras de DNA de seis

indivíduos com resultados positivos pela PCR em tempo real foram sequenciadas.

Realizou-se na PCR com os seguintes oligonucleotídos sintetizados de acordo

com a sequencia do vetor plasmidial pGEM@-T Easy Vector (Amersham Biosciences,

Piscataway/NJ, EUA) (Tabela 3) e teve as seguintes condições: 50ng de DNA,

iniciadores 200 nmol/L (Prodimol Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), dNTPs

200nmol/L (Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUA), DNA polimerase 1 U

(Biotools, Madri, Espanha), tampão da PCR (75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KCI,

20 mM (NH4hS04, 2 mmol/L de MgCI2), em um volume total de 25 IJL com água
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desionizada esterilizada. Na PCR foram realizados no termociclador Mastercycler®

Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), utilizando o seguinte programa: ciclo

inicial a 96°C por 3 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C 1 min; ciclo

final de 72°C por 10 mino Depois de realizada a PCR, os produtos gerados desta

reação (amplicons) foram purificados de acordo com o protocolo do conjunto de

reagentes GFX PCR DNA and Gel Band purification (GE Healthcare, Amersham

Biosciences do Brasil, São Paulo, Brasil). Após a purificação, os amplicons foram

enviados ao Centro de Estudos do Genoma Humanos já misturados com seu

respectivo oligonucleotídeo a ser usado na reação de sequenciamento. Para cada

reação de sequenciamento que foi realizada foi enviado 5,OuL de produto da PCR

(20ng/IJL) acrescidos de 2,5uL de oligonucleotídeos (5IJM).

Na PCR, foram utilizados 100ng de DNA, iniciador 5IJM (Prodimol Biotecnologia,

Bello Horizonte, MG, Brasil), dNTPs 200nmol/L (Amersham Biosciences,

Piscataway/NJ, EUA), 2IJL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready

Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 1IJL do tampão BigDye®

Terminator v3.1 5x Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um

volume total de 1OIJL com água desionizada esterilizada.

A PCR foi realizada no ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA), utilizando o seguinte programa: ciclo inicial a 96°C por 1 min; 25 ciclos

de 96°C por 1seg, 50°C por 5seg e 60°C por 4seg.

O Resultado do sequenciamento da regiao rDNA 16S de C. pneumoniae de uma

amostra de paciente com IAM é apresentados na Figura 7.
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A sequencia de nucleotídeos da região rDNA168 de C. pneumoniae identificada

após o seqüenciamento foi comparada com a sequencia disponível no banco de dados

do NCBI (www.nbLnlm.nih.gov). Essa comparação revelou uma semelhança de 100%

entre a sequencia obtida e a referencia, confirmando a presença de DNA bacteriano na

amostra de paciente. O resultado obtido no sequenciamento da região rDNA16 do M.

Pneumoniae tambem foi confirmado (dado não mostrado).

Tabela 3- Iniciadores utilizados na peR para amplificação do plasmídeo recombinante
(pGEM-Cp e PGEM-Mp)

DNA Iniciadores e sondas Tamanho do

amplicon

5' -GTITTCCCAGTCACGACGT-3'
pGEM-Cp e PGEM-Mp 5'-AGCTTGGCGTAATCATG-3 275 e 273 pb

90 100 110 120 130 140 150
o OACCT TACCTO OACTTOACATG TAT TT GACAAC TO TAGAAATACAG CT TTCCGCAAGGACAOATACACA.

Figura 8 - Eletroferograma do sequenciamento da região rDNA168 de C. pneumoniae presente

de uma amostra de paciente com IAM.

4.6 Extração e análise de RNA total de leucócitos de sangue periferico

Imediatamente após a coleta do sangue periférico, o RNA total foi purificado das

células através da utilização de um conjunto de reagentes da QIAamp RNA blood Mini

Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha) de acordo com o manual de instrução do fabricante.

Posteriormente a extração, a concentração de RNA total foi obtida por
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espectrofotometria no ultravioleta (UV) utilizando-se o aparelho Nanodrop 0-1000

(Nanodrop Technologies, Oelaware, EUA) e o grau de pureza do RNA determinado

pela relação A260/A280 (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A síntese de cONA a partir de 200l-lg de RNA total foi realizada utilizando o kit de

reagentes SuperScript™ 11 reverse transcriptase (Invitrogen, Gathersburg, EUA) de

acordo com o manual de instrução do fabricante. O cONA obtido deste ensaio foi

utilizado para quantificação relativa dos genes TLR2, TLR4, IL6 e TNFA.

4.7 Análise da expressão de RNAm pela peR em tempo real

A quantificação relativa da expressão de TLR2, TLR4, IL6 e TNFA foi

realizada pela PCR em tempo real (qPCR) utilizando o sistema de sondas de

detecçao TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O gene

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPD) foi utilizado como controle

endogeno.

A primeira etapa consistiu da síntese de cONA, utilizando200 ng de RNAm,

iniciadores aleatorios 200 nM (randam primers) (Invitrogen, MO, EUA), dNTP

200nM (Amershan-Pharmacia Biotech do Brasil, Brasil), OTT 20mM, transcriptase

reversa 200 U (Superscript™ 11 RT RNase H) e tampão (Tris-HCL 250mM pH 8,3,

KCI 375mM, MgCI2 15mM) (Invitrogen, MO, EUA). A mistura foi incubada a 25°C

por 10 min, seguida de 50°C por 50 min e 70°C por 15 mino O cONA obtido e

conservado a -20°C até a realização da PCR.

Na segunda etapa, o cONA de cada gene foi amplificado pela qPCR

utilizando-se iniciadores 900 nM e sondas marcadas com FAM 250nM (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os demais reagentes da qPCR foram

adquiridos em solução Master Mix [MgCb 25nM, dNTPs 10mM, Uracil N

glicosilase (UNG, AmpEraseR) 30 U, enzima Amplitaq Gold 150 U e tampão de

reação] (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para uso, essa solução foi

diluída 2 vezes. Foi utilizado volume final de 25 IlL por reação e os ensaios foram

realizados em duplicata.

Os oligonucleotídeos e sondas utilizados na qPCR (Tabela 5) foram

selecionados utilizando-se os programas Primer Express® 3. O (Applied Biosystems,

Califórnia, EUA) e Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Califórnia, EUA).

As regiões analisadas possuem seqüência disponíveis: TLR2 (NM_003264), TLR4

(NM_ 138554.2), IL6 (NM_000600), TNFA (NM_0001145645) e GAPO (NM_002046.3)

no Banco de genes (GenBank) do National Institute of Health (NIH)

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tabela 4. Iniciadores e sondas utilizados na peR em tempo real para quantificação da

expressão de RNAm

Genes

TLR2

TLR4

IL6

TNFA

GAPO

Iniciadores e sondas Tamanho do
amplicon

5'- ATACAGACAAAGGCATACA-3' 103 pb

5'-ACCATAAACCCAACAACT-3'

FAM 5'-TTTATCGTCTTCCTGGTTCAAGCCCCTTTC -3' TAMRA

5'-TGCGTGAGACCAGAAAGC-3' 123 pb

5'-GTCCAGGTTCTTGGTTGA-3'

FAM 5'-ATGTCTGCCTCGCGCCTGGC -3' TAMRA

5'- GATTGTGCAATGTGACGTCCTI-3 125 pb

5'- GCTGCACTTTICCCCCTAGTT-3

FAM 5'-CGCCTCCAGGAGCCCAGCTATGA -3' TAMRA

5'- GTAGGACCCTGGAGGCTGAAC-3 80 pb

5'- CCCAAAAGAAATGGAGGCAAT-3

FAM 5'-CCCCCTCCTTCAGACACCCTCAACC--3' TAMRA

5'-GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3 130 pb

5'-CTGGAAGATGGTGATGGGATTIC-3'

FAM 5' CATGGCACCGTCAAGGCTGAGAACG 3' TAMRA

Os amplicons foram gerados no equipamento ABI Prism 7500 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando-se o seguinte programa: 1 ciclo a

50°C por 2 min (ativação de UNG); 1 ciclo a 95°C por 10 min (inativação da

UNG); 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Os sinais de fluorescência

emitidos pelos fluoróforos das sondas TaqMan foram detectadas pelo

equipamento e os dados foram analisados utilizando o programa 7500 System

SDS Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que geram curvas

semi-logarítmicas dos sinais de amplificação. Esse programa fornece o
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parâmetro ciclo em que o sinal de fluorescência é significativo, denominado

threshold (Ct) (BUSTIN; MUELLER, 2005; KUBISTA 2006). Para cada amostra de

cDNA, o Ct de cada gene é comparado com o do GAPD (controle endógeno).

A quantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de uma

curva-padrão, realizada com diferentes concentrações de amostra. A curva

padrão permite avaliar a linearidade da amplificação bem como a eficiência da

mesma. Para esta finalidade, foram utilizadas diluições seriadas (1 :2, 1:4, 1:8 e

1: 16) de cada cDNA de amostras usadas apenas para testes nos ensaios da

qPCR. As diluições de cDNA e os respectivos valores de Ct foram plotados em

gráficos que permitem verificar a relação entre duas variáveis (Ct vs log da

diluição de cDNA). Segundo Livak e Schmittgen (2001), a alta eficiência de

ensaios da qPCR deve estar entre 90% e 110%, a inclinação (do inglês slope) da

curva-padrão deve ser próximo de -3,3. Quando esses critérios não são

atendidos, é preciso verificar as concentrações de iniciadores e sondas em

outras curvas-padrão.

As eficiências das amplificações foram analisadas utilizando como parâmetro o

Ct (BUSTIN, 2000). A análise da expressão de RNAm dos genes foi realizada com

base na fórmula: 2-~Ct , na qual 8Ct corresponde à diferença entre a média Ct da

amostra em estudo e a média Ct do controle endógeno GAPD.
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Tabela 5 - Valores de inclinação da curva e eficiência dos ensaios da qPCR para analise da

expressa0 de RNAm

Gene Indinacao da curva Eficiencia

TLR2 -3.46 95%

TLR4 -3.38 98%

IL6 3.3 100%

TNFA -3.53 91%

GAPD 3.3 100%

4.8 Análise de polimorfismos genéticos pela peR em tempo real

Os polimorfismos TLR2 Arg753Gln (G+2258G>A), TLR4 [Asp299Gli (A+896G)

e Thr39911e (C+1197T)], CD14 -260C>T e TNFA -3D8G>A foram detectados pela

PCR em tempo real (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se o

programa High Resolution Melting (HRM). Esse programa caracteriza o genótipo

pela identificação gráfica (fluorescência versus temperatura) da dissociação do

produto da PCR (Figura 9-13).

As condições da PCR-HRM foram: iniciadores 200 nM (Prodimol

Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), Amplitaq Gold PCR Master Mix (MgCI2

25nM, dNTPs 10mM, AmpEraseR UNG 30U, enzima Amplitaq Gold 150 U e

tampão de reação) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), e fluoroforo

intercalante SYTO® 9 green 1,5 IJM (Invitrogen, Gathersburg, EUA), em ensaios de

25 IlL de volume final.

Os oligonucleotídeos utilizados na PCR-HRM (Tabela 6) foram selecionados
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utilizando-se os programas Primer Express@ 3. O (Applied Biosystems, Califórnia, EUA)

e Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Califórnia, EUA). As regiões

analisadas possuem sequencias disponíveis, CD14 (-260C>T, rs2569190), TLR4.

(Asp299Gli, rs4986790, Thr39911e, rs4987233), TLR2 (Arg753Gln, rs5743709) e TNFA

(-308G>A, rs3093544) no banco de genes (GenBank) do National Institute Df Health

(NIH) (www.ncbLnlm.nih.gov).

Tabela 06 - Iniciadores utilizados nos ensaios da peR em tempo real para detecção de

polimorfismos genéticos

Polimorfismo

TLR4 Asp299GIi

TLR4 Thr39911e
(C1197T)

TLR2 Arg753Gln

(G2258A)

CD14

260C>T

TNFA

308G>A

Iniciadores

S 5' CCATIGAAGAATICCGATIAGCA 3'

AS 5' ATGTTICTICATTTICCCTGGTG 3'

S 5' AAAGGTIGCTGTICTCAAAGTGATI 3'

AS5"TGAGTICAAACTICTIGGGCTIAGA
3'

S 5' CCATICCCCAGCGCTICT 3'

AS 5' TGAACACCAAGACCTACCTGGA 3'

S 5' TTICCTGGAAATATIGCAAT 3'

AS 5' TCTGCAGGGCATCTAGGGT 3'

S 5' AGGCAATAGGTTTIGAGGG 3'

AS 5' TCCTCCCTGCTCCGATICCG 3'

Tamanho do Produto da
PCR

98 bp

104 bp

58 bp

78 pb

84 pb

o programa da PCR-HRM utilizado para gerar os amplicons foi: 1 ciclo a

95°C por 10 min, 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Os sinais de

fluorescência emitidos pelo fluoroforo SYTO® 9 foram detectados pelo

equipamento ABI Prism 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Após a amplificação, foi realizada a curva de dissociação constituída por duas

etapas, sendo a primeira fase a de declínio de temperatura de 95°C a 50°C para

ressociação do amplicon e posteriomente se eleva a temperatura de 50°C a,

95°C, sendo que nesta fase haverá a captura de fluerescência.

Amostras de DNA com genotipo conhecido (referencia), em heterozigose

para as polimorfismos TLR2 e TLR4, foram gentilmente cedidas pela Dr. Helga

Paula Tôrôk do Department of Internai Medicine 11, Campus Grosshadern University of

Munich (Munich, Alemanha). Para os demais polimorfismos, foi realizado o

sequenciamento de DNA de 6 amostras, sendo 2 de cada perfil de genótipo. Nas

figuras 9 a 13 estao apresentados os perfis da PCR-HRM para cada polimorfismo

estudado.

Tabela 07. Iniciadores utilizados na peR para sequenciamento dos amplicons

Genes

TNFA

CD14

Iniciadores e sondas

5'-CTCTCCCTCAAGGACTCAGC-3

5'-CAGTTGTTGGCACACCCAG-3

5'_TGGGGAGAGAGCAGAGGTCTA-3

5'-CCCAATCCCCCTACCTTATATC-3'

Tamanho do

amplicon

452 pb

557 pb
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Figura 9. Curvas de dissociação da PCR-HRM do polimorfismo TLR2 Arg753Gln (G+2258A).

'00,,...
.. I.. ,..

'1

Figura 10. Curvas de dissociação da PCR-HRM do polimorfismo TLR4 Asp299GIi (A+896G).
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Figura 11. Curvas de dissociação da PCR-HRM do polimorfismo TLR4 Thr39911e (C+1197T).
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Figura 12. Curvas de dissociação da PCR-HRM do polimorfismo TNFA -30SG>A.
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Figura 13. Curvas de dissociação da PCR-HRM do polimorfismo CO 14 -260C>T.

4.9 Pesquisa de anticorpos anti-C. pneumoniae

Amostras de soro foram foram diluídas em tampão fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,2 e

utilizadas para a pesquisa de IgG e IgM anti-C. pneumoniae. Os anticorpos foram

detectados por imunofluorescência indireta, utilizando-se como antígeno células de C.

Pneumoniae. Em cada duas lâminas contendo o antigeno, foi depositada uma gota de

soro diluído de 1:16 a 1:512. As lâminas foram incubadas por 30 min a 37°C em

câmara úmida. A seguir, foram adicionados a cada lâmina os anticorpos anti-lgG e anti-

IgM humanos conjugados à fluoresceína (Uniscience do Brasil, SP).

Foram consideradas positivas as reações cuja intensidade de fluorescência das

inclusões foi maior ou igual a duas cruzes (++) numa escala de Oa 4 cruzes (Magder et

aI., 1990). Em cada ensaio foram incluidas amostras-controle positiva e negativa para

C. Pneumoniae.
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5. ANÁLISE ESTATíSTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizaildo os programas SigmaStat v.2.0

(SPSS Inc., Chicago, EUA) e SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Para determinação do tipo de simetria das variáveis quantitativas contínuas foi

realizado o teste de simetria de Kolmogorov-Smirnov. Para as variáveis com

distribuição assimétrica foram utilizados testes não paramétricos, o teste U de

Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar as tendências centrais de duas amostras e o

teste de Kruskal-Wallis para comparar mais de duas populações quanto a tendência

central dos dados. Para as variáveis com distribuição simétrica foram utilizados testes

paramétricos. Estes testes foram utilizados para comparar os valores de parâmetros

bioquímicos entre os grupos estudados e avaliar o efeito dos polimorfismos genéticos

sobre os testes parâmetros (teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney e test t de Student). No

caso de comparação entre três grupos haplótipos utilizaram-se os testes One Way

ANOVA (variáveis simétricas) e teste de Kruskal-Wallis (variáveis assimétricas). Para

comparação múltipla após as análises de variância foram utilizados o teste de Tukey

(paramétrico) ou o teste de Dunn (Não paramétrico). Variáveis categóricas foram

comparadas por X2 (Qui-Quadrado) ou Teste Exato de Fisher.

Para as análises, os indivíduos afro-brasileiros foram agrupados com os

indivíduos pardos a fim de aumentar o poder estatístico dos testes. O nível de

significância estabelecido foi de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Casuística

Participaram do estudo duzentos e vinte indivíduos, sendo 100 pacientes com

infarto do miocárdio (IAM) formando o grupo de estudo e 120 indivíduos controles (GC).

A idade dos indivíduos variou entre 30 e 65 anos, média 60,6 ± 10,6 anos (IAM) e

média 55, 1±8,7 anos (GC).

No grupo IAM, 65 pacientes (65%) eram do gênero masculino e no grupo

controle 90 indivíduos (75%) eram do mesmo gênero e não houve diferença

estatisticamente significante entre os grupos, p=0,137. Em relação à cor da pele, 65

pacientes (65,0%) do grupo IAM eram brancos e 79 indivíduos (65,9%) do grupo

controle tinham a mesma cor da pele, p=1 ,000.

Os pacientes do grupo IAM, em geral, apresentaram fatores de risco clássicos

(Diabetes, IMC elevado, hábito de fumar, hipertensão) para o desenvolvimento de

doença aterosclerótica. Em relação ao IMC, houve, em média, indivíduos com valores

maiores no grupo IAM em relação ao grupo controle, p<0,0001. Da mesma forma,

houve uma maior frequencia de hipertensos (62%), fumantes (75%), diabéticos (20%)

no grupo IAM do que no grupo controle tabela 7. Por outro lado, Não foi significante a

frequencia de indivíduos que consumiam bebidas alcoólicas entre os grupos, 30 % IAM

e 23 % GC, p=0,683.



76

Tabela 8 - Dados biodemográficos dos indivíduos de acordo com os grupos

estudados.

Grupos

IAM GC P

Idade (anos) 60.6±10,6 55,1±8,7 < 0,0001*

Gênero (Masc) (%) 65 (65,0) 90 (75,0) =0,137**

IMC (Kg/m2) 28,6±3,5 24,0±3,4 < 0,0001*

cor da pele (Branco) (%) 65 (65,0) 79 (65,9) =1,000**

Hipertenso (%) 62 (62,0) 24 (20,0) < 0,0001 **

Hábito de fumar (%) 75 (75,0) 40 (33,3) < 0,0001**

Diabetes (%) 20 (20,0) 6 (5,0) < 0,0001 **

Consumo de bebida alcoólica (%) 30 (30,0) 28 (23,3) = 0,683**

Nota: Valores quantitativos são apresentados como media ± DP dos dados e os valores qualitativos são

apresentados como número de indivíduos e entre parênteses a frequencia absoluta. Teste-t de Student*.

Teste de distribuição qui-quadrado**. IMC=Índice de massa corpórea, IAM=infarto agudo do miocárdio,

GC=controle.

6.2 Parâmetros Bioquímicos

o perfil inflamatório determinado neste estudo mostra que as concentrações de

Interleucina-6, Proteína C reativa e fibrinogênio tiveram diferença significante entre os

grupos, sendo que os pacientes do grupo IAM apresentaram maior concentração em

relação ao grupo Controle, p<0,0001. O mesmo foi evidenciado em relação à

quantidade de leucócitos (p<0,0001). Por outro lado, em relação ao número de

plaquetas não houve diferença significativa entre os dois grupos estudados (Tabela 8).

O perfil lipídico dos pacientes do grupo IAM apresentaram concentrações

plasmáticas de triglicérides e VLDL-c maiores que as dos indivíduos do GC, p<0,001.

As concentrações plasmáticas de LDL-c e Apo B não foram significativamente
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diferentes entre os dois grupos estudados (p=0,937 e p=0,683, respectivamente). As

concentrações plasmáticas de HDL-c e Apo A1 foram menores no grupo IAM em

relação ao grupo Controle (p<0,001).

Os pacientes do grupo IAM apresentaram maiores valores de glicemia de jejum

em relação ao grupo controle (p<0,0001, Tabela 8).

Tabela 9 - Dados bioquímicos e hematológicos dos grupos de pacientes com infarto

agudo do miocárdio (IAM) e indivíduos controles (GC).

Grupos

IAM GC P

IL-6 (pg/mL) 21,11 ± 40,06 0,94±1,2 < 0,0001**

PCRus (mg/dL) 3,97 ± 9,97 0,48±1,62 < 0,0001**

Fibrinogênio (mg/dL) 474,8 ± 195,5 273,75±72,7 < 0,0001**

Leucócitos (103/mL) 8,052 ± 2,616 6,283±1,152 < 0,0001**

Plaquetas (1 03/JJL) 222,3 ± 68,7 232,61 ±55,11 = 0.104**

Colesterol total (mmol/I) 4.74 ± 1.39 4.48 ± 1.09 = 0,984**

HDLc (mmol/I) 1.07 ± 0.25 1.42 ± 0.37 < 0,0001*

LDL c (mmol/I) 2.82 ± 1.12 2.85 ± 0.95 = 0,937**

VLDL c (mmol/I) 0.76 ± 0.40 0.52 ± 0.32 < 0,0001**

Triglicérides (mmol/I) 2.11 ± 1.99 1.12 ± 0.59 < 0,0001**

Glicemia (mmol/I) 6.64 ± 3.19 5.15 ± 0.57 < 0,0001*

ApoA1 (g/I) 1.33 ± 0.26 1.45 ± 0.25 < 0,0001*

ApoB (g/I) 0.99 ± 0.32 0.86 ± 0.22 = 0,683**

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados. Tee-t de Student* ou teste U de Wilcoxon

Mann-Whitney**. HDLc=Colesterol da lipoproteina de alta densidade, LDLc=colesterol da lipoproteina

de baixa densidade, VLDLc=colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade, IAM=infarto agudo do

miocárdio, GC=controle, ApoB=apolipoporteina B. Apo A=apolipoproteina A.
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6.3 - Positividade para agentes infecciosos e Infarto agudo do miocárdio

Avaliou-se a freqüência de positividade dos agentes infecciosos propostos

pela PCR em tempo real e a detecção de anticorpos classes IgM e IgG anti

Chlamydophila pneumoniae utilizando o DNA extraído do sangue periférico e o soro,

respectivamente. A porcentagem de positividade para Chlamydophila pneumoniae, nas

amostras de sangue periférico analisadas pela PCR em tempo real no grupo IAM foi de

18% e no grupo controle de 8,1%, p=0,071 (Tabela 10). Da mesma forma, a

porcentagem de positividade para Mycoplasma pneumoniae nas amostras de sangue

periférico analisadas pela PCR em tempo real no grupo IAM não foi significante quando

comparadas com a frequencia no grupo controle, 5,0% (IAM) e 11,2% (GC), p=318.

Neste estudo, o gênero masculino não mostrou predisposição a ser infectado por

Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae em nenhuma das condições

estudadas p=0,590 (IAM) e p=1,OOO (GC). Da mesma forma a cor da pele não

predispõe a infecção por estas bactérias (tabela 10). Em adição, outros fatores de

riscos para infarto agudo do miocárdio, tais como, Hipertensão, hábitos de fumar e

diabetes não estão relacionados com infecção por Chlamydophila pneumoniae e

Mycoplasma pneumoniae.

A prevalência de títulos positivos da classe de anticorpos IgG anti

Chlamydophila pneumoniae,na diluição 1:16 foi similar quando comparados os grupos

IAM (36,4%) com controles (36,5%), p=1,000. Após a detecção da mesma classe de

anticorpos na diluição 1:512, a porcentagem de positividade no grupo IAM foi 7,1 % e

no grupo controle de 3,8%, contudo esta diferença de percentagem não foi significativa
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(p=0,719). Por outro lado, não foi detectado nenhum paciente ou controle positivo para

anticorpos da classe IgM anti-Chlamydophila pneumoniae na diluição 1:16 (Tabela 11).

Tabela 10 - Distribuição da freqüência de positividade de Chlamydophila pneumoniae (Cp) e

Mycoplasma pneumoniae (Mp) detectada pela PCR em tempo real nos grupos IAM e

controle.

Cp (%) Mp (%)

Condição Sim Não Sim Não

IAM 18 (18,0) 82 (82,0) 16 (16,0) 84 (84,0)

GC 10 (8,1) 110 (91,9) 13(11,2) 107 (82,4)

p=0,071 p=0,318

Nota: Valores são apresentados como número de indivíduos e entre parênteses a frequencia absoluta.

Teste de distribuição qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

IAM=infarto agudo do miocárdio, GC=controle.
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Tabela 11 - Características clínicas com base na positividade de Chlamydophila

pneumoniae nos em pacientes IAM e indivíduos controles.

Cp+ IAM (18) GC (10)

Gênero (IAM);(C)

Masc. (65);(90) 20,0 % (13) 8,8% (8)

Fem. (35);(30) 14,3% (5) 6.6% (2)

p=0.590 p=1.000

Cor da pele

Branco (65);(79) 21.5%(14) 8.8%(7)

Outros (35);(41) 11.4%(4) 7.3%(3)

p=0.279 p=1.000

Hipertensão

Sim (62);(24) 19.3%(12) 12.5%(3)

Não (38);(96) 15.8%(6) 7.3%(7)

p=0.791 p=0.416

Hábito de fumar

Sim (75);(40) 17.3% (13) 7.5% (3)

Não (25);(80) 20.0% (5) 8.7% (7)

p=0.768 p=1.000

Diabetes

Sim (20);(6) 20.0% (4) 0.0% (O)

Não (80);(114) 15.0% (12) 100.0% (10)

p=0.733 p=1.000

Nota: Valores são apresentados como número de indivíduos e entre parênteses a frequencia absoluta.

Teste de distribuição qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

IAM=infarto agudo do miocárdio, GC=controle.
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Tabela 12 - Distribuição da frequência de positividade de Chlamydophila pneumoniae

(CP) detectada por imunofluorêscencia indireta (IFI) nos grupos IAM e controle.

CP IgG 1:16 CP IgG 1:512 CP IgM 1:16

Condição + - + - +
--

IAM 36 (36,4) 63 (63,6) 7 (7,1) 92 (92,9) 0(0,0) 99 (100,0)

GC 44 (36,5) 76 (63,5) 5 (3,8) 115 (96,2) 0(0,0) 120 (100,0)

p=1,OOO* p=719* p=1,000*

Nota: Valores são apresentados como número de indivíduos e entre parênteses a frequência absoluta.

Teste de distribuição qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

IAM=infarto agudo do miocárdio, GC=controle.

6.4. Associação entre expressão gênica e infarto agudo do miocárdio.

Observou-se uma menor expressão do gene TLR4 (p=0,003) no grupo IAM em

comparação ao grupo controle. Por outro lado, a expressão dos genes IL-6 (p=0,068),

TLR2 (p=0,637) e TNF-a (0,216) não tiveram uma diferença significante quando

comparado o grupo IAM com o grupo Controle, porém houve, em média, uma maior

expressão no grupo IAM do que no grupo controle (Tabela 12).

Tabela 12 - Expressão de mRNA dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células do sangue

periférico de indivíduos que tiveram IAM e nos controles.

Grupos

Gene IAM GC P

TLR4 0,00113±0,00102 0,00144±0,000118 0,003*

IL-6 0,0508±O,0314 0,0257±O,0084 0,068

TLR2 0,349±O,242 0,315±0,254 0,637

TNF-a 0,261 ±0,415 0,197±O,223 0,350
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Nota: Valores da expressão gênica são apresentados como media ± DP dos dados de 21\-LlCt. Teste U de

Wilcoxon-Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a associação entre os grupos. Em asterístico, os

resultados estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocárdio, GC=Controle, TLR=Toll

Like Receptors, IL-6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a.

6.5. Associação entre positividade dos agentes infecciosos, imunoglobulinas e

expressão gênica

De acordo com a comparação entre as médias dos valores de expressão gênica

normalizados, não se pode observar nenhuma associação entre positividade para DNA

de Cp e expressão dos genes TLR4 (p=0,343), IL-6 (p=0,149), TLR2 (p=0.134) e TNF

a (p=0.061) no grupo IAM (Figura 13). Da mesma forma, nenhuma associação foi

observada no grupo controle. Indivíduos positivos para DNA Mp não foi associados

com diferentes valores de expressão gênica, tanto no grupo IAM (Figura 14) quanto no

grupo controle. Por outro lado, pacientes positivos para títulos IgG 1:16 anti

Chlamydophila pneumoniae tiveram valores médios menores (0,000878±0,00098) de

expressão do gene TLR4 que pacientes negativos (0,00125±0,00104), p=0,032. No

entanto, nenhuma diferença significante foi observada quando valores de expressão

média dos genes IL-6, TNF- a e TLR2 foram comparadas entre os grupos IAM e C

(Figura 15). Da mesma forma, pacientes positivos para títulos de IgG anti

Chlamydophila pneumoniae detectados na diluição 1:512 tiveram valores médios

menores (0,00269±0,00428) de expressão do gene IL-6 que pacientes negativos para

esta classe de anticorpos (0,00551 ±0,00343), p=0,005. Em adição, pacientes IgG anti

Chlamydophila pneumoniae positivos tiveram valores médios menores (0,0463±0,0886)

de expressão do gene TNF-a que pacientes negativos (O,248±O,306), p=O,014. Por
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outro lado, nenhuma diferença significante foi observada quando comparados valores

médios dos genes TLR2 e TLR4 (Figura 16).

Tabela 13 - Associação entre positividade para DNA de Cp e a expressão de mRNA

dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células do sangue periférico de indivíduos do

grupo IAM.

Grupos

Gene CP+ Cp· P

TLR4 0,000862±0,000209 0,00106±0,000115 0,343

IL-6 0,0164±O,00827 O,0592±O,0406 0,140

TLR2 0,230±0,0622 0,361 ±0,0392 0,130

TNF-a 0,136±0,0539 0,255±0,0469 0,060

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados de 2J\-~Ct. Teste U de Wilcoxon-Mann

Whitney foi utilizado para avaliar a associação entre os grupos. Em asterístico, os resultados

estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocárdio, TLR=Toll Like Receptors, IL

6=Interleucina 6, TNF-u=Tumor Necrose factor-u, CP+=Chlamydophila pneumoniae.

Tabela 14 - Associação entre positividade para DNA de Mp e a expressão de mRNA

dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células do sangue periférico de indivíduos do

grupo IAM.

Grupos

Gene MP+ MP- P

TLR4 0,00109±0,000789 0,00102±0,0000999 0,477

IL-6 0,0141 ±0,012 0,0534±0,035 0,507

TLR2 0,141 ±0,0437 0,347±0,0357 0,247

TNF-a 0,137±0,0454 0,239±0,0418 0,905

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados de 2J\-~Ct. Teste U de Wilcoxon-Mann

Whitney foi utilizado para avaliar a associação entre os grupos. Em asterístico, os resultados
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estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocárdio, TLR=Toll Like Receptors, IL

6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a, MP+=Mycoplasma pneumoniae.

Tabela 15 - Associação entre positividade para IgG na diluição1:16 anti-Chlamydophila

pneumoniae e a expressão de mRNA dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células

do sangue periférico de indivíduos do grupo IAM.

Grupos

Gene CP IgG (1:16) + CP IgG (1 :16)- p

TLR4 0,000878±0,000124 0,00125±0,000173 0,032

IL-6 0,0687±0,053 0,023±0,00749 0,076

TLR2 0,293±0,039 0,414±0,0647 0,279

TNF-a 0,209±0,0505 0,281±0,0662 0,313

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados de 2A_~Ct. Teste U de Wilcoxon-Mann

Whitney foi utilizado para avaliar a associação entre os grupos. Em asterístico, os resultados

estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocárdio, TLR=Toll Like Receptors, IL

6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a, CP=Chlamydophila pneumoniae,

IgG=imunoglobulina G.

Tabela 16 - Associação entre positividade para IgG na diluição1 :512 anti

Chlamydophila pneumoniae e a expressão de mRNA dos genes TLR4, IL6, TLR2 e

TNF-a em células do sangue periférico de indivíduos do grupo IAM.

Grupos

Gene CP IgG (1 :512) + CP IgG (1:512)- p

TLR4 0,000753±0,000365 0,001 04±0,0001 06 0,371

IL-6 0,00269±0,00162 0,0551 ±O,0358 0,005

TLR2 0,226±0,146 0,345±0,0352 0,131

TNF-a 0,0463±0,0335 0,248±0,0424 0,014

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados de 2A_~Ct. Teste U de Wilcoxon-Mann

Whitney foi utilizado para avaliar a associação entre os grupos. Em asterístico, os resultados

estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocárdio, TLR=Toll Like Receptors, IL-
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6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a, CP=Chlamydophila pneumoniae,

IgG=imunoglobulina G.

6.6 - Associação entre positividade dos agentes infecciosos e os marcadores

inflamatórios

No grupo IAM, pacientes positivos para Chlamydophila pneumoniae tiveram

maiores concentrações de fibrinogênio (541,778±161,535mg/dL) do que pacientes

negativos para este agente infeccioso (450,5±196,793mg/dL), p=O.043 (Figura 21). Não

obstante, nenhuma associação foi encontrada, no grupo IAM, em relação positividade

de Chlamydophila pneumoniae e concentrações de IL-6 séricas (p=O,591), número de

leucócitos (p=O.706), e concentração de PCRus (p=O.684) (Figura 14). Não se

observou nenhuma associação entre positividade para Mycoplasma pneumoniae e os

marcadores inflamatórios estudados.
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Figura 14 - Associação entre positividade para Chlamydophila pneumoniae (Cp) e
concentrações séricas de PCRus, IL-6, fibrinogênio e números de leucócitos em
indivíduos do grupo IAM.
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6.7 Associação entre frequencia genoUpica dos polimorfismos e IAM

As frequências dos genótipos dos polimorfismos -308G>A TNF-a, -260C>T

CD14, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e Arg753Gln TLR2 nos grupos IAM e GC

estão expressas na tabela 17. Esses genes polimórficos não mostraram uma

associação direta com o infarto agudo de miocárdio. Os resultados mostraram validade

amostrai, pois todos estavam em Equilíbrio de Hardy-Weinberg (tabela 18).

O polimorfismo -308G>A do gene TNF-a no grupo IAM apresentou distribuição

de 81,60% portadores do genótipo GG e 18,40% GA, enquanto que no grupo Controle

83,61% apresentou genótipo GG, 13,10% GA e 3,30% AA, sem diferença significante

entre os grupos estudados, p=0,832.

O polimorfismo -260C>T CD14 teve a seguinte distribuição genotípica no grupo

IAM: 38,80% possuíram o genótipo CC, 48,00% o genótipo CT e 13,3% com o genótipo

TI e no grupo Controle: 42,6% tiveram o genótipo CC, 49,20% o genótipo CT e 8,2%

com o genótipo TI. No entanto, utilizando o teste qui-quadrado para análise de

proporções e também não mostrou uma diferença significante, entre os grupos

estudados, p=0,605. Da mesma forma, a distribuição da frequencia do polimorfismo

Asp299Gli (A+896G) TLR4 entre os grupos estudados não foi estatísfticamente

significante, p=0,556. Em adição, as distribuições genotípicas observadas no grupo

IAM foi: 90,80% dos pacientes com o genótipo Asp/Asp e 9,20% carreavam o genótipo

Asp/Gli e no grupo Controle: 93,40% carreavam genotipo Asp/Asp e 9,20% o genótipo

Asp/Gli ou Gli/Gli. As distribuições genotípicas observadas no grupo IAM para o

polimorfismo Thr39911e TLR4 foi: 92,90% dos pacientes com o genótipo ThrfThr e
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7,10% carreavam o genótipo Thr/lle ou lIe/lle e no grupo Controle: 90,20% portavam o

genótipo ThrlThr e 9,80% com o genótipo Thr/lle ou lIe/lle, essa distribuição entre os

grupos estudados não foi estatísticamente significante, p=0,546.

Para o polimorfismo Arg753Gln TLR2 as distribuições genotípicas observadas

no grupo IAM foram: 99,0% com o genótipo Arg/Arg e 1,0% carreavam o genótipo

Arg/Gln e no grupo Controle: 98,4% portavam o genótipo Arg/Arg e 1,60% com o

genótipo Arg/Gln. A análise estatística da distribuição, não mostrou diferença

significante entre os grupos estudados, p=1,OOO.

A associação entre a frequencia genotípica dos polimorfismos e os parâmetros

sócio-demográficos está apresentada a seguir: Ao analisar todas as comparações de

proporções entre os grupos para o polimorfismo -308G>A TNF-a, apenas houve

associação entre os indivíduos portadores do genótipo -30SGA TNF-a com hábito de

fumar, uma maior freqüência (24%) de pacientes do grupo IAM que possuíam este

hábito eram portadores do genótipo GA do que no grupo controle (12%), p=O,003.

Para o polimorfismo -260C>T CD14 houve diferença significante (p=0,004) entre o

número de indivíduos do grupo IAM (12) com sobrepeso (acima de 25 kg/m2), quando

comparado ao grupo Controle (3), para os portadores do genótipo TIT.

Para o Polimorfismo Thr39911e do TLR4 houve uma associação entre portadores

do genótipo ThrlThr e sobrepeso (IMC maior ou igual a 25 kg/m2), com uma maior

quantidade de pacientes do grupo IAM (64) com o genótipo ThrlThr do que no grupo

controle (32), p<O,0001.
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Tabela 17 - Distribuição da freqüência genotípica dos SNPs -260C>T CD14,

Asp299Gli, Thr39911e TLR4 e -30SG>A TNF-a nos grupos IAM e controle.

IAM Controle
Polimorfismo

(100) (120)

TNF-a -308G>A

Genótipo GG 81.6 % (80) 83.6% (100)

GA+AA 18.4% (18) 16.4% (20)

AleloA 11.0 % 8.3%

CD14 -260C>T

Genótipo CC 38.8%(38) 42.6%(51)

CT 48.0%(47) 49.2%(59)

TI 13.3%(13) 8.2%(10)

AleloT 37.2% 32.9%

TLR4 Asp299Gli

Genótipo Asp/Asp 90.8%(89) 93.4%(114)

Asp/Gli+Gli/Gli 9.2%(9) 6.6%(8)

AleloGli 4.6% 3.3%

TLR4 Thr39911i

Genótipo Thr!Thr 92.9% (91) 90.2% (108)

Thr/lle+lle/lle 7.1% (7) 9.8% (12)

Alelo Ile 3.6% 5.0%

TLR2 Arg753Gln

Genótipo Arg/Arg 99.0% (97) 98.4% (118)

Arg/Gln+Gln/Gln 1.0% (1) 1.6% (2)

Alelo Gln 0.5% 0.8%

x'2=0.108. df=1

p::0.742

p=0.364

x'2=1.443. df=2

p::0.486

p=0.364

x'2=0.525. df=1

p::0.468

p::0.620

x'2=0.553. df=1

p::0.477

p::0.492

x'2=0.166. df=1

p::0.683

p::1.000

Nota: Valores são apresentados como número de indivíduos e entre parênteses a frequencia

absoluta. Teste de distribuição qui-quadrado. IAM=infarto agudo do miocárdio.
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Tabela 18 - Equilíbrio de Hardy-weinberg para os polimorfismos estudados.

Grupos

IAM Controle

-30SG>A TNF-a p>O,05 p>O,05

-260C>T CD14 p>O,05 p>O,05

Asp299GIi (AS96G) p>O,05 p>O,05

Thr39911e (C1197T) p>O,05 p>O,05

Arg753Gln (G225SA) p>O,05 p>O,05

6.8. Associação entre os polimorfismos -308G>A do gene da TNF-a, -260C>T do

gene CD14, Asp299GIi e Thr39911e do gene TLR4 e Arg753Gln do gene TLR2 e

positividade para agentes infecciosos

Não houve diferença estatística na análise entre a associção da presença da

agente infeccioso com os vários genótipos dos diferentes genes estudados.

No grupo IAM, houve associação entre o genótipo -260CT+TI CD14 com

títulos IgG anti-Cp detectados na diluição 1:16 (p=O,042). Os outros polimorfismos não

foram associados com pacientes infartados com títulos positivos para IgG na diluição

1:16.

Pacientes portadores do genótipo -30SGA/AA TNF-a tiveram uma maior

proporção de soropositivos para títulos de IgG na diluição 1:512 do que pacientes

infartados portadores do genótipo -30SGG TNF-a (p=O,005S). No grupo IAM, indivíduos

com títulos positivos para IgG na diluição 1:512 não foram associados com genótipos
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dos polimorfismos estudados: -260C>T C014, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e

Arg753Gln TLR2.

6.9. - Associação entre os polimorfismos -308G>A TNF-a, -260C>T CD14,

Asp299GIi TLR4, Thr39911e TLR4 e Arg753Gln TLR2 e expressão dos genes TLR4,

IL-6, TLR2 e TNF-a.

Nenhuma associação foi observada entre os polimorfismos estudados e a

expressão gênica em nenhum dos grupos estudados. A saber, no grupo IAM,

portadores do genótipo CC para o polimorfismo -260C>T CD14 teve valores médios

menores de expressão do gene IL-6 (0,0158±0,034) do que os portadores do genótipo

CT+TI (0,0244±0,0421), porém esta diferença não foi estatisticamente significante

p=0,201 (Tabela 19).

Tabela 19 - Associação entre o polimorfismo -260C>T CD14 e a expressão de mRNA

dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células do sangue periférico de indivíduos do

grupo IAM.

Genótipos -260C>T CDl4

Gene CC CT+TT P

TLR4 0,0011 ±0,0002 0,0011 ±0,0001 0,407

IL-6 0,0158±0,0058 0,0244±0,0055 0,201

TLR2 0,3300±0,0624 0,384±0,0459 0,332

TNF-a 0,2600±0,0871 0,276±0,0508 0,238

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados de 21\-llCt. Teste U de Wilcoxon-Mann

Whitney.
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7. DISCUSSÃO

A escolha de pacientes e indivíduos controles foi um dos parâmetros mais

complicados neste estudo, pois geralmente em nosso estudo os pacientes que tiveram

infarto agudo do miocárdio possuíam os fatores biodemográficos e de riscos clássicos

que estão associados com a fisiopatogenia desta doença, como, por exemplo, ser do

gênero masculino, ser diabético e estes estão mais freqüentes no grupo caso em

relação ao controle, mesmo com nossa preocupação em igualar a frequencia destes

entre os dois grupos estudados. A alta freqüência destes fatores de riscos é também

encontrada em diversos estudos sobre IAM (Nishiyama et aI., 2010; Merry et aI.,

2011 ).

A maior proporção do sexo masculino no grupo IAM pode ser justificada pela

proteção estrogênica em mulheres verificada antes do climatério (Sasaki et aI., 2006;

Piro et aI., 2010).

A caracterização da cor da pele foi realizada de acordo com um questionário

em que o próprio indivíduo se auto-caracterizava e a maior prevalência de brancos em

nossa casuística é um dado comum à literatura (Hilden et aI., 2010), apesar da grande

miscigenação racial existente em nosso país (Strunz et aI., 2011).

Segundo Elkind et aI. e Tolstrup et aI., o consumo leve a moderado de bebidas

alcoólicas, isto é, uma a duas doses por dia, associa-se à diminuição da razão de risco

para a incidência de Doença Arterial Coronária e Acidente Vascular Cerebral, em

comparação seja com a abstinência total de álcool, seja com seu consumo excessivo.

A explicação para esta a associação entre consumo moderado de álcool e diminuição
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de risco para infarto agudo do miocárdio seria por que o álcool em determinadas

concentraçõe~ inibiria a agregação plaquetária, reduzindo o fibrinogênio que é

trombosante, aumentando a capacidade antioxidante, sobretudo os compostos

fenólicos e os flavonóides do vinho e melhorado a fibrinólise, isto é, aumenta o t-PA e

reduz o PAI-1. Em nosso estudo, observou-se que pacientes e indivíduos controles que

consumiam moderadamente álcool possuíram, em média, concentrações de

fibrinogênio menores que indivíduos que não consumiam álcool ou que consumiam em

excesso corroborando assim com os resultados destes outros estudos (Elkind et aL,

2006; Tolstrup et aL, 2006). Por outro lado, o consumo excessivo do álcool é

considerado fator de risco para o desenvolvimento de infarto agudo, principalmente

pela sua associação com aumento da pressão arterial sistêmica (Lucas et aL, 2005;

Kahkonen et aL, 2010). Pacientes que consumiam excessivamente álcool foram mais

freqüentes em indivíduos que tiveram infarto do miocárdio em comparação aos

controles, este resultado corrobora com a importância do consumo moderado de álcool

para prevenção do desenvolvimento desta doença (Kahkonen et aL, 2010).

Estimam que o risco de um paciente diabético em desenvolver a doença

coronariana é duas a três vezes maior do que um indivíduo não-diabético (Heidemann

et aL, 2009; Kerimova et aL, 2010) e que apesar de ter sido descrita redução da

mortalidade geral em eventos agudos coronarianos, estes índices de mortalidade

referentes ao diabetes estão se elevando (Kerimova et aI., 2010). Confirmando esses

achados, observa-se no presente estudo um expressivo aumento da prevalência de

diabetes entre os pacientes com IAM ao analisarmos as glicemias realizadas no

período de internação. A razão pela qual a diabetes influencia na fisiopatologia da
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aterosclerose está no risco de pacientes com diabetes tipo 11 desenvolverem resistência

a insulina, de modo que o pâncreas continua produzindo esse hormônio crítico em

abundância na tentativa de vencer a resistência à insulina. Existem algumas evidências

científicas de que os altos níveis de insulina no sangue provocam mudanças

prejudiciais na parede dos vasos sangüíneos que elevam o risco de aterosclerose

(Kerimova et aI., 2010). Outros pesquisadores enfatizam que as concentrações

elevadas de glicose no sangue resultam em uma reação química entre a glicose e as

proteínas no corpo produzindo compostos chamados de produtos finais de glicosilação

avançada. Estas proteínas glicosiladas facilitam a predisposição de doenças (Goyal et

aL, 2009; Sanjuan et aL, 2011).

O tabagismo é um dos principais fatores de riscos para infarto agudo do

miocárdio. Isto se deve ao fato que algumas substâncias presentes em cigarros caem

na circulação, desencadeando uma disfunção endotelial que esta é considerada o

início do desenvolvimento do processo da aterosclerose coronariana (Lightwood and

Glantz, 2009; Villalbi et aL, 2009). Observa-se no presente estudo uma maior

freqüência de pacientes com hábito de fumar em indivíduos do grupo IAM.

Foi observada uma maior freqüência de pacientes hipertensos no grupo IAM

em relação ao grupo controle. Isto deve ser explicado pelo importante papel

desempenhado pela hipertensão arterial no desenvolvimento da aterogênese, que

ocorre por meio da indução de modificações estruturais e funcionais da parede arterial,

e também por alterações na função plaquetária. Além disso, sendo a hipertensão

arterial uma causa importante de lesão endotelial, favorece a penetração de

lipoproteínas na parede do vaso (Nilsson et aI., 2009). Kang et aL, 2009 relataram a
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importância da hipertensão no aumento dos índices de mortalidade em pacientes que

tiveram infarto do mic0árdio, enfatizando que hipertensão é um fator de risco

importante em todos os estágios de desenvolvimento da ateroscelrose (Kang et aL,

2009).

7.1 Valores bioquímicas e hematológicos

De acordo com o perfil inflamatório foi observado que o grupo IAM

apresentou concentrações mais elevados de IL-6, PCRus e fibrinogênio que o grupo

controle. Essas concentrações mais elevadas caracterizam um perfil inflamatório mais

acentuado, o que vem de acordo com a teoria de que o infarto agudo do miocárdio é

uma doença inflamatória (Libby et aL, 2010; Hwang et aL, 2011).

A produção hepática da PCRus é fundamentalmente modulada pela IL-6,

embora a IL-1 e o fator de necrose tumoral alfa também participem desta modulação

(Nordestgaard and Zacho, 2009). Assim, pode-se justificar a correlação positiva

encontrada em nosso estudo entre concentrações de PCRUS e concentrações de IL-6.

Estudos clínicos têm demonstrado que marcadores de inflamação sistêmica são fortes

preditores de eventos clínicos na doença arterial coronariana (de Winter et aL, 1999;

Kablak-Ziembicka et aL, 2010). Nos pacientes com infarto agudo do miocárdio,

concentrações mais elevadas de PCRus correlacionaram-se com maior extensão da

área de necrose miocárdica (Pietila et aL, 1993). A PCRus pode refletir a atividade de

citocinas pro-inflamatórias circulantes (Kettunen et ai., 2011).

O fibrinogênio, além de ser fator de risco para doença coronária, está

associado com os tradicionais fatores de risco cardiovascular, sugerindo que o
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aumento do mesmo pode ser o mecanismo pelo quais tais fatores exerçam seu papel

(Tosetto et aI., 2011). A importância desta glicoproteína como marcador de inflamação

sistêmica pode explicar a associação encontrada no presente estudo entre

concentrações elevadas de fibrinogênio e positividade para DNA Chlamydophila

pneumoniae nos pacientes infartados. Lowe et ai., em 1991, também relataram que o

aumento dos níveis plasmáticos de fibrinogênio está associado a doença coronariana

(Lowe et aI., 1991).

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados, presente

no sangue e a plaquetogênese ocorre na medula óssea. A sua principal função é a

formação de coágulos, participando do processo de coagulação sanguínea. O número

de plaquetas aumentado exerce um papel importante na patogênese das síndromes

coronarianas agudas. A ruptura da placa aterosclerótica com exposição de

componentes trombogênicos facilita a ativação e o conseqüente depósito de plaquetas

no local, atuando como elemento fundamental na formação do trombo arterial

responsável pela oclusão parcial ou total da coronária relacionada ao evento (Ishii and

Yoshida, 2011). O conhecimento de sua fisiologia, que permitiu a identificação dos

diversos mecanismos de ativação, adesão e agregação plaquetárias, como os

induzidos por difosfato de adenosina, e ativação das integralinas, como glicoproteínas

IIb/llla, foi e tem sido determinante na geração de novos fármacos para o tratamento

das síndromes coronárias agudas (Aukrust et aI., 2010). As plaquetas são ativadas

precocemente no curso da terapia fibrinolítica e a expressão dos receptores de

glicoproteína IIb/llla, das moléculas de adesão endotélio/plaquetas, e de liberação de

inibidor do plasminogênio tecidual fica aumentada nas primeiras 24h (Lindemann et aI.,
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2007). O trombo, rico em plaquetas, é mais resistente à lise pelos fibrinolíticos, em

relação aos trombos de hemácias e fibrina. Assim como esperado, neste presente

estudo foram encontradas quantidades mais elevadas de plaquetas em pacientes do

grupo IAM em comparação ao grupo controle. Estes resultados enfatizam que os

pacientes do grupo IAM estivessem sob risco trombótico aumentado, pois

apresentavam aumento das concentrações plasmáticas de fibrinogênio e plaquetas

favorecendo a ocorrência de trombose e/ou vasoespasmo coronário. Outros estudos

também enfatizaram esta associação (Yilmaz et aI., 2007; Ashavaid et aI., 2010).

Assim como em nosso trabalho, outras pesquisas associaram o aumento no

número de células do sangue periférico envolvidas na inflamação, como leucócitos,

linfócitos e monócitos com indivíduos que tiveram infarto agudo do miocárdio (Akatsu et

aI., 2003; Sezer and Umman, 2008). Um dos mais relevantes incluiu a leucocitose

como parte de um escore de risco para pacientes com infarto (Zhang et aI., 2003). Os

leucócitos podem ser ativados por lesão tecidual, pela presença de LDL-c oxidado, ou

pela presença de agente infeccioso na parede vascular (Sakurai-Komada et aI., 2010).

Uma vez ativados, iniciam a produção de diferentes citocinas. Especialmente, a

interleucina-6 estimula os hepatócitos a produzir RNAm para produção de proteínas de

fase aguda (fibrinogênio, peRUS, amilóide sérico A). Possivelmente, o aumento do

número de leucócitos durante o infarto agudo do miocárdio pode ser explicado pela

capacidade destas citocinas e proteínas de fase aguda de ativar a diferenciação celular

na medula óssea das células precursoras em leucócitos (Boudjeltia et aI., 2008).

Na fisiopatologia da formação das placas de ateroma, uma das substâncias

fundamentais para o seu desenvolvimento é a presença de colesterol, principalmente
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do LDL-c e, como esperado, este presente estudo relacionou concentrações elevadas

de LDL-c e infarto agudo do miocárdio Alguns estudos mostraram que a maioria dos

pacientes com IAM apresentava LDL-c alto, correlacionando os valores com a

gravidade da aterosclerose (Shekelle et aI., 1981; Barter et aI., 2007; Gomez et aI.,

2009). A ocorrência, neste presente estudo, de concentrações elevadas de triglicérides

em indivíduos que tiveram infarto agudo está de acordo com vários trabalhos da

literatura. É possível que a hipertrigliceridemia tenha papel importante na gênese do

IAM (Langsted et aI., 2010). Triglicérides podem atuar diretamente na parede arterial,

propiciando a formação de lesões ateroscleróticas e influenciando o metabolismo e a

composição das VLDL (LDL densas e pequenas) que estão freqüentemente

associadas à hipertrigliceridemia (Aidyraliev et aI., 2010).

Valores baixos de HDL-c constituem fator de risco preponderante no IAM,

principalmente quando associados a hipertrigliceridemia (Barter et aI., 2007). Valores

elevados de glicose foram encontrados em nosso estudo contribuindo ainda mais para

confirmar a importância da diabetes como fator de risco para o desenvolvimento do

infarto (Sanjuan et aI., 2011).

7.2 - Associação entre agentes infecciosos e infarto agudo do miocardio

Desde os primeiros relatos sobre lesões ateroscleróticas e, principalmente,

nos últimos trinta anos, avanços extraordinários foram obtidos referentes aos

mecanismos celulares e moleculares da aterogênese. Esses avanços desenvolvem-se

em paralelo ao crescimento da compreensão da Biologia Vascular, homeostase e

metabolismo lipídico (Higuchi et aI., 2000; Sakurai-Komada et aI., 2010). A interação
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inflamação-infecção na aterogênese, também, é de fundamental importância para os

avanços neste processo, o qual é complexo e multifatorial. Infecções bacterianas, tais

como: C. pneumoniae, M. pneumoniae, podem desencadear a secreção de citocinas

inflamatórias, conduzindo à aterogênese. Para o desenvolvimento da aterosclerose é

fundamental que exista a formação de um processo inflamatório crônico que é similar

ao processo desenvolvido durante uma infecção crônica. Fabricant e cols (Fabricant et

aL, 1978) foram os primeiros pesquisadores que experimentalmente induziram a

aterosclerose em galinhas pela inoculação do vírus da doença de Marek. Desde então,

ambos, os vírus e as bactérias têm sido implicados na aterosclerose. Entretanto,

nenhum microorganismo tem atraído grandes atenções, exceto C. pneumoniae e M.

pneumoniae. Em adição, C. pneumoniae e M. pneumoniae em células mononucleares

do sangue periférico (PBMCs) poderia servir como um fator de risco para DAC, se

esses microorganismos se espalharem às placas ateroscleróticas através das células

do sangue periférico infectadas ou se placas infectadas liberarem estas células cheias

de C. pneumoniae e M. pneumoniae na circulação. Pesquisas em modelos

experimentais de infecção por C. pneumoniae sugerem a passagem da C. pneumonia

do pulmão a células vasculares através de células mononucleares de sangue periférico

(Belland et aL, 2004; Campbell and Kuo, 2004; Gieffers et aL, 2004). Além de

monócitos, neutrófilos circulantes também podem conter C. pneumoniae (Berger et aL,

2000), independentemente da associação com a aterosclerose. Isso pode explicar a

positividade, encontrada no presente estudo, de C. pneumonia e M. pneumoniae em

células do sangue periférico de indivíduos pertencentes ao grupo controle. A detecção

dos agentes infecciosos em células do sangue periférico sugere que esta é uma das
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vias pelas quais atingem a parede do vaso através da infiltração leucocitária e com isso

contribuindo para aumentar a inflamação local na camada íntima da artéria e este

processo sendo de extrema importância para o aparecimento da manifestação clínica

do infarto.

7.2.1 Chlamydophila pneumoniae

A Chlamydophila pneumoniae é uma bactéria gram-negativa e parasita

intracelular obrigatória. Esta bactéria é responsável por aproximadamente 10% dos

casos de pneumonia, 5% dos casos de bronquite e sinusites em adultos.

Chlamydophila pneumoniae em células do sangue periférico entra em um estado

vegetativo e persistente de resistência a antibiótico, mas viável (Gieffers et aL, 2001;

Hogan et aL, 2004). Isto pode explicar os resultados negativos de estudos com uso de

antibióticos como prevenção secundária contra doenças da artéria coronária (Watson

and Alp, 2008) por que o tratamento com antibiótico não garante a completa eliminação

da bactéria do organismo, por isso esta bactéria pode estar contribuindo de forma

crônica para a aterogênese sem que haja um eficaz combate do organismo contra o

desenvolvimento deste processo.

Acredita-se que a Chlamydophila pneumoniae seja a principal candidata das

bactérias relacionadas com a aterosclerose, pois além do que já explicado, os sinais e

sintomas se confundem com o de viroses e ao invés de se usar o tratamento com

antibiótico que de certa forma ainda é ineficaz, se usa antivirais e muitas vezes nem

existe um tratamento (Campbell and Kuo, 2004; Cao et aL, 2007; Biasi et aL, 2009).

Nosso resultado que mostra positividade para C. pneumoniae em ambos os grupos
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estudados corrobora com essas hipóteses, pois nenhum de nossos pacientes e

indivíduos controles estava em tratamento com antibióticos e nem relataram o

diagnóstico desta infecção em períodos passados.

Entre os anos de 1992 e 2000, mais de quarenta estudos foram publicados

na detecção de C. pneumoniae em tecidos vasculares. As técnicas mais usadas foram

a Imunohistoquímica e a PCR, mas também foi usada Microscopia Eletrônica, Cultura

de Células, Imunofluorescência e Hibridização in situ (Boman and Hammerschlag,

2002).

Kozarov et aI. (2006) analisaram 129 placas de ateroma para pesquisa de

dez espécies de microorganismos, através da técnica de PCR em tempo real,

utilizando o sistema SYBR Green, detectando positividade de, aproximadamente, 50%

de CP e de Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), porém concluíram que a

quantidade de CP em proporção ao DNA total foi mínima.

Estudos analisaram aortas ascendentes de pacientes com doenças

coronarianas e revelaram positividade de 30% para CP, pela PCR em tempo real e

50% pela PCR nested (Nystrom-Rosander et aI., 2006). Pesquisas em biópsias de

artérias torácicas internas demonstraram positividade de 15,15% para CP, pela PCR

em tempo real (Iriz et aI., 2007). Outros estudos, em placas ateroscleróticas de

carótidas, detectaram positividade de 36,66% para CP e demonstraram que a

quantificação em células mononucleares sanguíneas periféricas (PBMC) é melhor para

avaliar a infecção clamidial (Sessa et aI., 2007). Por outro lado, outras pesquisas não

detectaram positividade de CP, em PBMC, de pacientes com carótidas ateroscleróticas

ecolucentes ou ecogênicas (Halvorsen et aI., 2007).
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Wang et aI. (2007) analisaram 269 amostras sanguíneas de portadores de

doenças arterio-coronarianas (DAC) e concluíram que a presença do DNA de CP,

circulante nos vasos, possui associação com o avanço da doença, contribuindo com a

progressão da aterosclerose coronariana.

Existem vários trabalhos que pesquisaram CP em células do sangue

periférico de pacientes com doença vascular aterosclerótica (Rassu et aI., 2001; Aso et

aI., 2004; Watson and Alp, 2008; West et aI., 2009), porém estes estudos

demonstraram uma positividade muito variada entre O a 100%. No entanto, a

justificativa para valores tão diferentes pode estar na definição de resultados positivos,

na quantidade de replicatas realizadas, métodos de identificação e controle de cada

laboratório (Boman and Hammerschlag, 2002). Em adição, alguns estudos relataram

uma influência sazonal nos índices de positividade para DNA de Chlamydophila

pneumoniae em células do sangue periférico, sendo que um aumento de positividade

estaria associado com meses mais frios (Rassu et aI., 2001; Smieja et aI., 2001; Boman

and Hammerschlag, 2002). Poucos estudos tem se voltado para esta questão, mas

alguns estudos relataram que a pesquisa de DNA de Chlamydophila pneumoniae em

células do sangue periférico pode variar de acordo com o período do dia (Muller et aI.,

2004). Outro fator importante que pode justificar resultados tão diferentes é a

inconsistência das reações da PCR como, por exemplo, diferentes genes alvos,

procedimento de amplificação e métodos de detecção. Esta inconsistência foi

destacada em uma comparação multicêntrica em que as amostras foram analisadas

em nove centros pela PCR e a positividade variou de O a 60% com nenhuma

concordância entre os laboratórios para espécie individual (Apfalter et aI., 2001).
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Um dos resultados mais interessantes deste estudo está na associação

entre positividade para DNA de Chlamydophila pneumcniae e concentrações séricas

de fibrinogênio, pois este resultado sugere que esta bactéria pode estar relacionada ao

infarto agudo do miocárdio pela ativação de moléculas que podem aumentar a

produção de fibrinogênio e com isso contribuindo para o infarto agudo do miocárdio.

Ensaio de imunofluorescência indireta foi utilizado para determinação de

anticorpos anti-Clamydophila pneumoniae e não foi encontrada nenhuma diferença

significante na prevalência de títulos anti-lgG entre os grupos IAM e Controle. Este

resultado está em contraste com publicações mais antigas que sugerem que anticorpos

são encontrados mais frequentes em pacientes com doença da artéria coronária

(Hoshida et aI., 2005), mas em concordância com publicações mais recentes (Watson

and Alp, 2008; West et aI., 2009).

7.2.2 Mycoplasma pneumoniae

Pickens e Catterall (1978) afirmam que a primeira associação do M.

pneumoniae com doenças cardiovasculares foi descrita em 1944, por Finkelstein e

Klainer (Pickens and Catterall, 1978). Os primeiros pesquisadores relatam um caso de

um paciente com infecção provocada por MP apresentando complicações como

miocardite e coagulação intravascular disseminada, esta última já foi descrita

conjuntamente às infecções bacterianas e virais, porém sua ocorrência em infecções

por MP é raro.

A análise genômica de M. pneumoniae revelou a existência de um grande

número de genes de lipoproteínas comparados a outras bactérias. Contudo, o papel
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patogênico das lipoproteínas do MP ainda é desconhecido (lnto et aI., 2007).

Templeton et aI. (2003) compararam o método sorológico com a PCR em

tempo real (iCycler la da BioRad), para pesquisa de M. pneumoniae em amostras de

pacientes com infecção no trato respiratório. Concluíram que os métodos moleculares

são melhores no diagnóstico desse agente infeccioso, oferecendo menor tempo no

diagnóstico e de execução (Templeton et aI., 2003).

Iriz et aI. (2007) analisaram biópsias aórticas sem placas de ateroma visíveis

e biópsias de artérias torácicas internas para pesquisas de DNA de MP, pela PCR em

tempo real, e não detectaram positividade, apenas para pesquisa de CP (lriz et aI.,

2007).

Através da PCR convencional, empregando um conjunto de reagentes de

extração OIAamp DNA, em amostras arteriais de portadores de doenças cardíacas,

constatou-se positividade de 2,5% em amostras de coronárias e de 3% em amostras

de válvulas cardíacas. Fizeram uma contraprova e não havia inibidores de PCR nas

amostras de DNA, concluindo que o MP não é um importante fator para o

desenvolvimento de doenças vasculares (Maraha et aI., 2000).

O M. pneumoniae é um dos menores e mais simples procariotos, não

possuindo membrana celular e com genoma bem reduzido (580-2.200 kb). O tamanho

e volume reduzido permitem atravessar filtros porosos de 0,45 11m de diâmetro. Sua

massa celular não permite detecção através do microscópio óptico e não produz

turbidez em líquido (Waites and Talkington, 2004). Por conseguinte, esta bactéria seria

capaz de ser extraída pelos conjuntos de reagentes neste estudo.

A presença de Mycoplasma pneumoniae já foi encontrada presentes em
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placa de ateroma e até a sua co-infeccao com Chlamydophila pneumoniae

(Momiyama et aI., 2004; Higuchi-Dos-Santos et aI., 2005). Neste presente estudo, a

positividade para M. pneumoniae não foi associada com o infarto agudo do miocárdio,

porém, a existência de indivíduos positivos para M. pneumoniae nos grupos estudados

sugere que esta bactéria seja um patógeno encontrado em baixas quantidades no

organismo sem que exista uma reação do organismo para com este agente infeccioso,

pois muitas vezes seus sintomas são confundidos com umasimples gripe ou o

tratamento com antibiótico não garante a completa eliminação da bactéria do

organismo (Berger et aI., 2000; Natori et aI., 2010).

7.3 Associação entre polimorfismos em genes inflamatórios e infarto agudo

do miocárdio

A escolha dos polimorfismos -260C>T CD14, -308G>A TNF-a, Asp299Gli

TLR4, Thr399Thrlle TLR4, Arg753Gln TLR2 para o estudo ocorreu devido a

possibilidade de indivíduos portadores de determinados genótipos possuírem células

que expressarão RNAm diferenciado ou proteínas com estrutras diferentes que grupo

de indivíduos portadores de um genótipo diferente e assim caracterizar determinados

grupos de pessoas que possuem prediposição ao surgimento de determinadas

doenças, como neste trabalho, do infarto agudo do miocárdio. O processo inflamatório

resultante da ativação destes genes é fundamental para a manisfestação do infarto

agudo do miocárdio. Além disso, uma possível associação destes polimorfismos com

susceptibilidade a infecção já foi publicada na literatura (Eng et aI., 2003; Schroder and

Schumann, 2005; Yin et aI., 2010; Dalgic et aI., 2011).
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7.3.1 CD14

O polimorfismo -260C>T CD14 altera a região promotora do gene CD14 e

com isso, pode dificultar a expressão de RNAm de CD14 devido a interação entre

fatores de transcrição e gene estar dificultada ou até mesmo impedida e como

consequencia este polimorfismo já foi associado com diversas doenças inflamatórias

(Fallavena et aI., 2009; Rizzello et aI., 2010; Ertan et alo, 2011).

A distribuição genotípica observada do polimorfismo -260C>T CD14, no

grupo IAM e no grupo controle foi similar às observadas em alguns estudos (Arroyo

Espliguero et alo, 2005; Bernardo et alo, 2006), mas diferente da encontrada por outros

estudos que também estudaram a associação deste polimorfismo com a doença da

artéria coronária (Hubacek et alo, 1999; Kondo et alo, 2003; Kruger et alo, 2005).

Hubacek et alo, 1999, relacionaram o genótipo TI com o infarto do miocárdio (Hubacek

et aI., 1999), no entanto, diversos trabalhos não encontraram o mesmo resultado, pois

as distribuições dos genótipos entre os grupos IAM e controle não foram

estatisticamente significantes (Zee et alo, 2001; Nauck et alo, 2002; Arroyo-Espliguero et

alo, 2004; Bernardo et alo, 2006). Da mesma forma, este estudo não observou diferença

significante entre a frequencia do polimorfismo nos grupos estudados e com isso não

se pode associar a alteração no gene CD14 com o infarto agudo do miocárdio, a

justificativa pode ser a diferença dos indivíduos participantes desses diferentes estudos

em relação principalmente a etnia.

Pacientes portadores do genótipo com o alelo raro (CT ou TI) poderiam

estar associados com infecção ou alteração dos marcadores inflamatórios como
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descrito pela literatura (Eng et aL, 2003; Lin et aL, 2008; Poikonen et aL, 2009) e o que

foi observada neste estudo é que o genótipo -260CTm não esteve mais freq~ente em

pacientes positivos para DNA de Chlamydophila pneumoniae, nem em pacientes

positivos para DNA de Mycoplasma pneumonae e com isso concluiu-se que este

polimorfismo não predisporia determinado indivíduo a ter infecção por estes agentes

infecciosos, sendo que esta conclusão estaria de acordo com outros estudos

apresetados pela literatura (Ouburg et aL, 2005; Kis et aL, 2007).

7.3.2 TLRs

Os polimorfismos Asp299GIi, Thr39911e TLR4 e Arg753Gln TLR2 afetam a

codificação dos aminoácidos referentes a sua proteína e esta possui um sítio ativo que

pode interagir de forma não eficiente com seu ligante e com isso conduzir o indivíduo a

ter susceptibilidade a infecção. Esta susceptibilidade pode predispor o indivíduo a

manifestar o infarto agudo do miocárdio ou prevenir esta manifestação por diminuição

do processo inflamatório.

A distribuição genotípica do polimorfismo Asp299Gli (A+896G) TLR4 (IAM:

93,1%; C: 98,2%) encontrada no presente estudo foi similar às observadas em suecos

(Edfeldt et aL, 2004), alemães (Nebel et aL, 2007), norte americanos (Kolek et aL,

2004) e em franceses (Ameziane et aL, 2003) e para o polimorfismo Thr39911e

(C1197T) TLR4 a distribuição genotípica foi similar às observadas em norte americanos

(Kiechl et aL, 2002), alemães (KOCH et aL, 2006) e em suecos (Edfeldt et aL, 2004).

AMEZIANE et ai, 2003, observou uma maior freqüência do genótipo Asp/Gli do

polimorfismo Asp299Gli em controles (13,35%) em relação a pacientes IAM (7,7%),
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p=0,054 (Ameziane et aL, 2003). No presente estudo foi observado uma maior

frequencia no grupo IAM (7,37%) do que no grupo controle (2,2%), porém não

significante esta diferença, p=0.17. Embora alguns trabalhos possam ter encontrados

distribuições diferentes, a maioria foi similar à encontrada neste estudo.

De acordo com a frequencia do polimorfismo Arg753Gln (G2258A) TLR2, o

alelo raro A foi encontrado em apenas três indivíduos incluídos neste estudo mostrando

uma baixa freqüência deste polimorfismo, tais como apresentada por outros estudos

(Lorenz et aL, 2000; Ogus et aL, 2004; Sanchez et aL, 2004; Hamann et aL, 2005;

Duzgun et aL, 2007). Por outro lado, dois trabalhos demonstraram em seu grupo caso

uma alta freqüência do alelo raro, Hamann et aL, 2005, relacionaram o polimorfismo

Arg753Gln com o risco de re-estenose da coronária (Hamann et aL, 2005) e Ogus et

aL, 2004 relacionaram este polimorfismo com pacientes positivos para tuberculose

(Ogus et aL, 2004) ..

7.3.3 TNF-a

O polimorfismo -3DSG>A TNF-a altera a região promotora do TNF-a e com

isso, pode dificultar a expressão de RNAm devido a interação entre fatores de

transcrição e a região promotora do gene estar dificultada ou até mesmo impedida de

acontecer e como consequencia este polimorfismo pode ser responsável por uma

alteração do processo inflamatório local, por isso, o polimorfismo -3DSG>A TNF-a foi

associado com diversas doenças inflamatórias (Minhas et aL, 2010; Xu et aL, 2010;

Kong et aL, 2011). Para se comprovar tal afirmação é realizada uma comparação de

freqüência dos genótipos do polimorfismo -3DSG>A TNF-a e como essa freqüência foi
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similar entre os grupos estudados pode-se sugerir, neste trabalho, que este

polimorfismo não i:1fluenciou o aparecimento do infarto agudo dc miocárdio.

Curiosamente, existiu uma maior freqüência do alelo raro A no grupo controle.

Interessantemente, Shevchenko et alo, 2010, sugeriu que portadores do alelo A eram

menos susceptível a ter infarto agudo do miocárdio (Shevchenko et alo, 2010), assim

como Harcos et alo, 2006, que sugeriram uma associação entre portadores do alelo

raro para o polimorfismo -SOSG>A TNF-a e acidente vascular celebrai (Harcos et alo,

2006). Por outro lado, Antonicelli et alo, 2005 encontraram uma associação entre

portadores do genótipo -308 GA+AA TNF-a e infarto agudo do miocárdio (Antonicelli et

alo, 2005). O que se pode justificar para a diferença de resultados encontrada entre

nosso estudo e o desses outros autores é que a população participante deste estudo é

muito miscigenada, pois é uma população bastante miscigenação.

7.4 Associação entre expressão gênica da IL-6, TNFA, TLR2ITLR4 e Infarto Agudo

do Miocárdio

A análise da expressão gênica é um aspecto importante para a associação

entre determinados marcadores protéicos e manifestações clínicas, pois o perfil de

expressão gênica é resultado do estímulo atual recebido pela célula em determinadas

condições. Como por exemplo, se determinadas células forem infectadas por C.

pneumoniae ou M. pneumoniae, a interação bactéria ou produtos gerado por elas com

seus receptores presentes nas células de defesa iriam desencadear uma cascata de

ativação protéica resultando na transcrição de RNAm de genes inflamatórios (IL-6,

TNFA, TLR2/TLR4) e como conseqüência, a intensificação do processo inflamatório e
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possível manifestação do infarto agudo do miocárdio.

Neste estudo, houve uma associação entre menores expressões do gene

TLR4 e a manifestação do infarto agudo do miocárdio. Este resultado está em

contraste com publicações recentes que indicaram um significante aumento da

expressão dos genes TLR2 e TLR4 em células mononucleares do sangue periférico no

grupo formado por pacientes com doença da artéria coronária do que no grupo controle

(Fukushima et aI., 2009). Outros estudos demonstraram a correlação positiva da

expressão do gene TLR4 com a proteína de membrana TLR4 em células

mononucleares do sangue periférico (Yang et aI., 2008; Liu et aI., 2009). Estes

resultados descritos acima nos induzem entender que uma diminuição da expressão do

gene TLR4 encontrada em nosso estudo refletiria uma diminuição da proteína TLR4.

Porém, o que seria mais lógica em relação à fisiopatologia da aterosclerose era um

aumento desta proteína que com isso aumentaria a inflamação induzindo assim a

ruptura da placa e provocando o infarto agudo do miocárdio. De certa forma existe uma

variável que dificilmente podemos controlar e que poderia estar afetando este resultado

que é a automedicação. De todos os pacientes deste estudo, foram coletadas amostras

de sangue periférico antes da medicação fornecida pelo hospital, pois o uso de

algumas medicações pode afetar a expressão do gene TLR4 e existe a possibilidade

de muitos pacientes que se automedicaram, como por exemplo, pacientes que usaram

ácido acetil salicílico antes de chegar ao hospital terem sidos incluídos neste estudo,

logo uma possível explicação para diminuição da expressão de TLR4 pode ser a

automedicação.

Com tudo isso que foi discutido anteriormente, um assunto deve ser
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discutido, pois a expressão dos genes IL-6, TLR2 e TNF-a estava ligeiramente

aumentada no grupo IAM cc:-nparadas ao grupo controle. Então, se fatores que são

dificilmente evitados em estudos com pacientes pode estar causando a diminuição da

expressão do gene TLR4, consequentemente, os genes IL-6, TLR2 e TNF-a poderiam

estar relacionados com o infarto agudo do miocárdio.

Mesmo que essa argumentação baseada em hipótese seja viável, seria

importante saber se esta diminuição na expressão de TLR4 ou o aumento não

significativo da expressão dos genes TLR2, IL-6 e TNF-a estaria relacionado com a

positividade para DNA de Chlamydophila pneumoniae e DNA de Mycoplasma

pneumonae. Portanto, não se observou nenhuma associação entre positividade para

DNA de Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e a expressão dos

genes TLR4, IL-6, TLR2 e TNF-a. Este resultado sugere que a ativação celular por

agentes infecciosos pode ocorrer localmente, provavelmente depois da ativação e

diferenciação do monócito em macrófago ou após a diferenciação dos agentes

infecciosos do estado vegetativo para a forma ativa.
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8. CONCLUSÕES

A presença de infecção por C. pneumoniae ou M. pneumoniae não foi

associado com o infarto agudo do miocárdio, assim como não foi associada com uma

susceptibilidade genética.

As frequencias genotípicas e alélicas dos polimorfismos Arg753Gln

(G+2258A) do gene TLR2, Asp299Gli (A+896G), Thr39911e (C+1197T) do gene TLR4, 

26üC>T do gene CD14 e -S08G>A TNF-a não tiveram associação com a ocorrência de

infarto agudo do miocárdio.

A expressão de mRNA do TLR4 foi associado com o IAM, mostrando a

importância da sinalização inflamatória para o aparecimento do IAM. Por outro lado, a

expressão de mRNA do TLR-2 e das citocinas IL-6 e TNF-a não foi associado com o

IAM.
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gênica e da influencia de polimorfismos dó gene TlR2 e 4 na Sindrome coronariana

aguda associada à infecção" (Protocolo CEP nO 371) apresentado por vossa

senhoria e, consoante o mesmo dispositivo encaminhamos à CONE? a Folha de

Rosto e o Parecer Consubstanciado.

Lembramos que após a execução de 50% do cronograma do projeto,deverá

ser apresentado um relatório parcial, de acordo com o Artigo 18 - item C, da, Portaria

FCF-111/97.

J~
Profa. Dra. Valentína' Porta

Coordenadora do Comitê de Ética
em Pesquisa da FCF/USP

-Àv. P.of.LilieuPrestes, n" 580, :Bloco 13 A - Cidade UnlVersitátla - CEP~ - São Pâulu - SP
Fone.f Fax: {11) 3091-3$77 - e-mail: cepfcf@úsp.br
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