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LIMA NETO, L. G. Participacao da resposta inflamatoria induzida por
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae no infarto agudo do
miocardio. Sao Paulo, 2011 [Tese de Doutorado — Programa de Pdés-Graduagédo em
Farméacia — Area de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo].

RESUMO

Os agentes infecciosos tém sido considerados iniciadores da desestabilizagao da placa
de ateroma. Este mecanismo pode estar relacionado a uma intensificacdo do processo
inflamatério através da interagao dos receptores de membrana CD14 e TLR com os
microorganismos. Para avaliar esta hipétese, estudou-se a participagdo da resposta
inflamatéria induzida por Chlamydophila pneumoniae (Cp) e Mycoplasma pneumoniae
(Mp) em individuos com infarto agudo do miocardio (IAM). Avaliou-se também, a
possivel associacdo entre polimorfismos dos genes CD14, TLR2, TLR4 e TNFA e a
expressao dos genes /L6, TLR2, TLR4 e TNFA em leucécitos do sangue periférico,
assim como a sua associacao com o |AM. Para isso, foi realizado um estudo caso-
controle constituido por pacientes com IAM e por individuos sem evidéncia de doenga
cardiovascular (grupo controle). As imunoglobulinas IgM e IgG séricas anti-Cp foram
detectadas por imunofluorescéncia indireta. O DNA dos agentes infecciosos foi
detectado no sangue periférico pela PCR em tempo real. A genotipagem dos
polimorfismos TNFA -308G>A, /L6 -174G>C, CD14 -260C>T, TLR4 (Asp299Gli e
Thr399lle) e TLR2 Arg753GIn e a quantificacdo relativa da expressdao génica nas
células sanguineas foram analisados pela PCR em tempo real. A porcentagem de
positividade para DNA de Cp foi de 18,0% e 8,1% nos grupos |AM e controle (p=0,071),
respectivamente, (p=0,071). Foram positivos para DNA de Mp, 5,0% e 11,2% dos
individuos nos grupos IAM e controle, respectivamente (p=0,318). Sete individuos
(7,1%) do grupo IAM tiveram titulos anti-Cp IgG positivos (1:512) e 3,9% dos individuos
do grupo controle (p=0,718). A expressdo do TLR4 foi significantemente menor no
grupo |IAM (0,00113+0,00102) comparado ao grupo controle (0,00144+0,000806;
p=0,003). As frequencias genotipicas e alelicas dos polimorfismos TNFA -308G>A,
CD14 -260C>T, TLR4 (Asp299Gili e Thr39%lle) e TLAR2 Arg753GIn foram similares entre

0s grupos estudados (p>0,05) sugerindo que esses polimorfismos n&o estao



associados com |AM nesta amostra populacional. No grupo IAM, houve associagao
entre o gendtipo -260CT+TT CD14 com titulos 1gG anti-Cp detectados na diluicao 1:16
(p=0,042). Da mesma forma, o alelo A do polimorfismo -308G>A TNF-a foi associado
com titulos positivos de IgG anti-Cp na diluigao 1:512 (p=0,0058). No grupo IAM,
pacientes positivos para DNA de Cp tiveram maiores concentracoes de fibrinogénio do
que pacientes negativos para este agente infeccioso (541,8+161,5mg/dL e
450,5+196,8mg/dL, respectivamente; p=0.043). Os agentes infecciosos Chlamydophila
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae nao foram significantemente mais frequentes
em individuos que tiveram infarto agudo do miocardio em relacado ao grupo controle,
porém houve uma associagdo, no grupo IAM, entre positividade para DNA de C.

pneumoniae e concentracoes mais elevadas de fibrinogénio.



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 individuals as controls.
Immunoglobulin G (IgG) 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 individuals were genotyped and the gene expressions of TLR2, TLR4, IL-6 e TNF-a
were evaluated by RT-gPCR. In AMI patients, Cp DNA and Mp DNA were positive in
18,0% and 5,0% samples, respectively. In controls, 8,1% and 11,2% were positive for
Cp DNA and Mp DNA, respectively. TLR4 expression was significantly decreased in
AMI patients (0.00113+0.00102) compared with controls (0.00144+0.000806; p=0.003).
The frequencies of -308G>A TNF-a, -260C>T CD14, Asp299Gli TLR4, Thr399lle TLR4
e Arg753GIn TLR2 SNPs in AMI group were similar to those found in controls. On the
other hand, In AMI group, the -260CT+TT CD14 genotype was associated with anti-CP
IgG antibody titer of 1/16. Likewise, the rare allele of -308G>A TNF-a was associated
with anti-CP 1gG 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-INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares constituem atualmente a principal causa de
morte e incapacitacdo dentre as doencas humanas, correspondendo a
aproximadamente um sexto das mortes na populac¢ao adulta (Lloyd-Jones et al., 2010).
Dentre estas mortes, o infarto agudo do miocardio € a manisfestagéo clinica mais
prevalente, sendo que quase todos os casos de infartos do miocardio resultam do
processo aterosclerético nas artérias coronarias, geralmente com trombose coronaria
sobreposta.

A aterosclerose é resultado de alteragdes vasculares que evoluem de forma
lenta e progressiva, levando a obstru¢ao parcial ou completa do lumem da artéria se

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

A génese da lesdo aterosclerdtica da artéeria coronaria € um assunto
controverso e complexo, e varios fatores de risco tém sido associados com o0 seu inicio
e desenvolvimento. Atualmente, entende-se o processo aterosclerético ndo apenas
como decorréncia do acumulo de lipides nas paredes dos vasos, mas também como
consequéncia da disfuncdo endotelial e da ativacao do sistema inflamatério (Libby et
al., 2010). A agressao ao endotélio provoca uma resposta inflamatéria crénica na
parede arterial e esta € a hipétese mais aceita para a etiopatogenia da aterosclerose.
Esta resposta inicia-se por alguma forma de lesdo do endotélio devido a forgas
mecanicas associadas como a hipertensao arterial, toxinas exdgenas como aquelas
encontradas no tabaco, proteinas anormalmente glicadas associadas com os diabetes
melito, lipides ou proteinas modificadas por oxidacao e, possivelmente, infec¢des virais

e bacterianas. (Tiong and Brieger, 2005; Damy et al., 2009; Akasaka et al., 2010).
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A lesao do endotélio resulta em sua disfungao, aumento da permeabilidade e
da adesdao de mondcitos e macrofagoc no endotélio vascular. Subsequentemente
ocorre a deposicao de lipoproteinas na camada intima da artéria, principalmente as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), ricas em colesterol e as lipoproteinas de muita
baixa densidade (VLDL) bem como suas formas modificadas por oxidagao (Tiong and
Brieger, 2005). Os leucdcitos mononucleares apds entrarem no ateroma nascente, por
meio de adesdo as células endoteliais e penetragdao na camada intima por diapedese
entre as jungbes intercelulares, iniciam a captacao de lipides modificados,
principalmente o LDL-oxidado pelas espécies reativas de oxigénio (EROS), produzido
pelo estresse oxidativo, e conferindo aos macréfagos o aspecto de células espumosas
e favorecendo, sua retengao na placa (Hwang et al., 2011).

Entre as alteragbOes causadas pela presenca de LDL-oxidado esta também a
produgao de interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), que estimula a migragao e
proliferacdo das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem
para a intima, passam a produzir ndo soO citocinas como também componentes da
matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da placa (Libby and Theroux,
2005; Akasaka et al.,, 2010). As células do musculo liso produzem uma grande
quantidade de componentes da matriz extracelular, incluindo colageno, elastina e
varios tipos de proteoglicanas durante o processo inflamatério como mecanismo de
reparo do tecido lesado (Libby and Theroux, 2005). Além dessas substacias, os fatores
de crescimento também produzidos pelas células do musculo liso, dentre eles, o TGF-
B, PDGF, FGF-2 também participam do mecanismo de reparo do tecido lesado. A

proliferacdo e a sintese de colageno tipo 1 na matriz extracelular implicam em um
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processo lento e progressivo de crescimento da placa, culminando na estabilizagao da
placa pela formagao de uma capsula fibrosa envolvendo o ateroma. Porém, muitos
mediadores produzidos por macréfagos e linfécitos T ativados promovem um efeito
desestabilizante na placa (Hansson, 2005). O processo de apoptose pode ser ativado
por mediadores inflamatdrios e este processo é reconhecido como um mecanismo de
morte de células espumosas na placa (Deguchi et al., 2006). A apoptose celular pode
levar a uma ruptura da placa de ateroma. Em adi¢cdo, durante a inflamag¢ao, um
importante mecanismo de desintegracao da placa € iniciado com degradagao da matriz
extracelular por metaloproteinases (MMP), como a colagenase intersticial MMP1, a
estromalisina MMP3 e as gelatinases MMP2 e MMP9 (Libby, 2002; Deguchi et al.,

20086).
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Figura 1. Modelo esquematico da contribuicao do processo inflamatério para a manifestacao do
infarto agudo do miocardio (Libby et al., 2009).
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Quando a placa apresenta uma capsula espessa torna-se menos propensa a
ruptura. As placas fibrosas sao clinicamente estaveis e podem ser constituidas ou nao
de pequena quantidade de lipideos extracelulares (Yeghiazarians et al., 2000; Rosso et
al.,, 2005; Post and Munzel, 2010). Na artéria corondria, muitas dessas lesoes
permanecem clinicamente silenciosas ou podem progredir lentamente para uma angina
de peito estavel. Uma placa é considerada vulneravel (ou imatura) quando apresenta
risco de ruptura e é caracterizada por grande quantidade de lipideos e capsula fibrosa
delgada ou macroscopicamente ausente (Post and Munzel, 2010). A ruptura dessa
placa podera ocasionar uma obstru¢ao parcial ou total do limen da artéria através da
formacao de um coagulo sanglineo. Quando ocorre a ruptura da placa, existe
exposicao de colageno e fragmentos de tecido conjuntivo da regiao subendotelial. As
plaquetas, células do sangue, aderem e agregam-se ao local da ruptura, liberando
substancias que desencadeiam o processo de coagulagao, resultando na formagao do
trombo (Ishii and Yoshida, 2011).

A intensidade da resposta inflamatdria local e sistémica possui um papel muito
importante na instabilidade e ruptura da placa (Yeghiazarians et al., 2000; Deguchi et
al., 2006; Croce and Libby, 2007). A resposta inflamatéria é resultado de uma lesao
tecidual que imediatamente produz fendmenos vasculares mediados principalmente
pela histamina. Os resultados sao o aumento da perfussdo sanguinea e estimulo a
produgao de mediadores inflamatdrios, que promovem um aumento da permeabilidade
capilar e também quimiotaxia atraindo neutrdfilos e macréfagos para o foco da lesao

(Libby, 2002). Estas células por sua vez fagocitam os elementos que estdo na origem
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da inflamacao e produzem mais mediadores quimicos dentre os quais estdo 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 inflamatério estao as
proteinas Cluster of differentiation 14 (CD14) e os receptores Toll-like (TLR) (Figura 2).
Estas proteinas sao capazes de interagir com componentes celulares de
microorganismos apresentando uma grande importancia no reconhecimento de
patégenos e no desenvolvimento de uma resposta inflamatéria (Armant and Fenton,
2002; Fernandez-Real et al., 2003; Romano Carratelli et al., 2009).

O CD14 é uma glicoproteina de 55 kDa que reconhece diversos ligantes, como
lipopolissacarideos e peptidoglicanos (Stelter, 2000). Esta glicoproteina € expressa
principalmente na superficie de células mieldides e tem como principal funcdo a
ativacdo dos TLR (Wang et al., 1995; Takeda, 2010).

O TLR-4 é uma proteina transmembrana que reconhece ligantes como proteinas
de choque térmico, LDL oxidada e lipopolissacarideos, desencadeando um processo
inflamatodrio (Hansson, 2005; den Dekker et al., 2010). Além do TLR-4, o TLR-2
também desempenha uma funcdo importante no reconhecimento de substancias
enddgenas e exdgenas e este receptor reconhece componentes celulares de bactérias
gram-negativas, gram-positivas e alguns virus (Frantz et al., 2008; Erridge, 2010).

E através de sua regido extracelular que os TLR reconhecem seus ligantes
diretamente ou através da interacdo com o CD14 (Figura 2) (Schroder and Schumann,
2005). Os TLR possuem uma regiao intracelular no citoplasma que é homodloga ao

receptor de interleucina 1 (IL1R), incluindo um dominio conservado de
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aproximadamente 200 aminoacidos, denominado Toll-IL1R. Além desta estrutura
similar, TLRs e IL1R também possucm uma molécula adaptadora em comum, a
diferenciacao mieldide 88 (MyD88) (Figura 3), que também contém um dominio Toll-

IL1R (Takeda and Akira, 2005, 2007).
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Figura 2. Mecanismos de reconhecimento dos ligantes pelo TLR. Este reconhecimento
ocorre devido a interagdo do TLR com outras proteinas, principalmente com o
CD14. Retirado de SHRODER, 2005.

Uma vez o TLR ativado ocorre ativacdo de moléculas de adaptacdo e,
consequentemente, do compler quinase do inibidor do fator nulear kB (IK-B),
denominada IKK. A fosforilagdo mediada por IKK resulta na ubiquitinacéo e fosforilagéo
do IK-B e posteriormente, o fator nuclear-kB (NF-kB) deixara de ser inibido ocorrendo a
sua translocacao para o nucleo. Este processo permite a expressao de varios genes
pré-inflamatérios, como a interleucina-6 (IL-6) (Figura 3) (Takeda and Akira, 2007).
Existe uma outra via de sinalizacdo do TLR que é a via independente do MyD88. Por

esta via ocorre a ativagdo da Proteina adaptadora contendo dominio do receptor
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interleucina-toll (TIRAP), da proteina adaptadora contendo um dominio TIR e indutora
do IFN-B (TRIF) e do fator regulatério de interferon (IRF3), que ativam a expressdo de

genes inflamatérios (Kaisho and Akira, 2006).

A IL-6 é uma citocina que estimula a resposta de fase aguda do figado a infec¢oes
e ao dano tecidual, incluindo a estimulacao da expressao de proteina C reativa, do
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1) e do fibrinogénio (Bennet et al., 2003). A
IL-6 esta relacionada também a diferenciagcao e ativacdo de macrofagos e linfocitos T e
B (Terry et al., 2000). O gene que codifica IL-6 ndo tem expressao constitutiva
significativa, mas é altamente expressa por varias células como mondcitos/macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, adipécitos e células T em situacdes de sepse (Tsezou

et al., 2008).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatdria que é reconhecida por divervos tipos
celulares, como as células endoteliais, que resulta na ativacao da sinalizacao para
expressao de moléculas de adesdo em leucdcitos e consequentimente promove a

migragao sub-endotelial de leucécitos (Gu et al., 2006; Zeng et al., 2009).
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Figura 3. Mecanismos de sinalizacdo 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, estdo
diretamente envolvidos no processo inflamatorio e alteragdes nos seus genes podem
comprometer a sinalizagao intra e intercelular necessaria para o desenvolvimento deste
processo (Tsung et al., 2007; Dehus et al., 2008; Unal et al., 2008; Riikola et al., 2009).
Diversos estudos descreveram o aumento da expressao dos receptores de membrana
TLR e CD14 durante o infarto do miocardio (Edfeldt et al., 2004; Morange et al., 2005).
O aumento das concentragdes de |L-6 e TNF-a no infarto do miocardio foi descrito por
varios estudos que mostraram que estes seriam marcadores de eventos coronarios
futuros em individuos saudaveis e sua elevagao correlaciona-se a maior mortalidade
em pacientes com sindrome coronariana aguda (Lindmark et al., 2001; Bennet et al.,

2003; Carty et al., 2009).



33

O gene CD14 esta localizado no cromossomo 5, consiste de 3.900 pb
organizados em 2 exons e codifica uma proteina de 375 aminoacidos (Hubacek et al.,
1999). Um dos polimorfismos do CD14 mais importantes € a substituicao de citosina
por timina no nucleotideo 260 da regiao promotora (-260C>T, rs2569190) (Bernardo et
al., 2006). Este polimorfismo esta associado a diferencas na resposta inflamatodria,
aumento de concentragoes plasmaticas da forma solivel do CD14 e maior taxa de
infecga@o por Chlamydophila pneumoniae (Eng et al., 2003; Bernardo et al., 2006).

O gene que codifica o TLR-4 (TLR4) esta localizado no cromossomo 9 e por
processamento alternativo sao transcritas quatro isoformas de RNA mensageiro
(RNAmM) e a quantidade de exons varia de 3 a 5 (Rock et al.,, 1998). Um dos
polimorfismos do TLR4 mais importantes € a substituicao de adenina por guanina no
nucleotideo +896 que resulta na troca de acido aspartico por glicina no cédon 299,
denominado Asp299Gli ou 896A>G, rs4986790 (Schroder and Schumann, 2005;
Takeda and Akira, 2005). Este polimorfismo, localizado no ultimo exon, altera o dominio
extracelular do TLR-4 dificultando o reconhecimento de patdégenos, sendo este
associado a alteracao da resposta inflamatéria (van der Graaf et al., 2005) e a maior
susceptibilidade a infeccées (Schroder and Schumann, 2005). Além deste outros
polimorfismos que alteram o dominio extracelular do TLR-4 estdo associados a uma
alteragao do processo inflamatdério e a susceptibilidade a infec¢gdes, como o
polimorfismo TLR4 Thr399lle (Schroder and Schumann, 2005). Este se localiza no
ultimo exon do TLR4, e é resultado da substituicao de citosina por timina no
nucleotideo +1197 que resulta na troca de treonina por interleucina no codon localizado

no aminoacido 299, também denominado 1197C>T, rs4987233 (Figura 4).
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O receptor toll-like 2 (TLR2) € uma proteina transmembranar pertencente a
familia dos recetores Toll. O TLR2 age como receptor funcional para tanto para
reconhecimento de bactérias gram-positivas, quanto para as bactérias gram-negativas
(Fan et al., 2009). Tal como todos os outros membros da familia TLR, o TLR2 &
composto de um dominio extracelular contendo varias leucinas, uma regido
transmembranar, e uma cauda citoplasmatica conservadas contendo um dominio TIR.
O gene que codifica 0 TLR-2 (TLR2) esta localizado no cromossomo 4, possuindo 1
exon e 3224 pares de nucleotideos. O TLR2 codifica uma proteina com 784
aminoacidos e de um peso molecular de 84 kDa. O polimorfismo do TLR2 denominado
Arg753GiIn, rs5743709 foi associado com uma maior suceptibidade a infecgdes, sendo
esta a possivel relagao deste polimorfismo com o infarto agudo do miocardio (Schroder

and Schumann, 2005; Poikonen et al., 2009).
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Figura 4. Modelo esquematico da localizagao dos principais polimorfismos do TLR2 e TLR4.
Retirado de SCHRODER, 2005.
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O gene que codifica o TNF -a esta localizado no cromossomo 6, possuindo
quatro exons e 1676 nucleotideos. Variagcdes da expressao de TNF-a em humanos
como consequéncia de polimorfismos do TNFA foi demonstrado em varios estudos,
sendo a principal alteracao a substituicao de uma guanina por uma adernina no
nucleotideo -308 na regiao promotora do TNF-a (Keso et al., 2001) (Elahi et al., 2009).
Ghaderian et al demonstraram uma associagao entre este polimorfismo com o infarto
agudo do miocardio, sugerindo que esta associagao aconteceria devido a um aumento
significativo do estimulo inflamatério em pacientes portadores do alelo raro A

(Ghaderian et al., 2010).

1.1 Agentes Infecciosos e aterosclerose

Desde os primeiros relatos sobre lesGes aterosclerdticas e, principalmente, nos
ultimos trinta anos, avancos extraordindrios foram obtidos referentes aos mecanismos
celulares e moleculares da aterogénese. Esses avancos desenvolvem-se em paralelo
ao crescimento da compreensdo da Biologia Vascular, homeostase e metabolismo
lipidico (Loscalzo et al., 2005). A interacao inflamacgao-infeccdo na aterogénese,
também, é de fundamental importancia para os avangos neste processo, o qual é
complexo e multifatorial. Infec¢coes bacterianas, tais como: C. pneumoniae, M.
pneumoniae, podem desencadear a secrecao de citocinas inflamatérias, conduzindo a
aterogénese.

As infecgdes representam o possivel vinculo entre a doenca arterial coronariana

e os bem reconhecidos riscos associados com marcadores inflamatérios circulantes,
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tais como a proteina C reativa, fibrinogénio, amildide sérico, IL-6 e TNF-a (Kuo and
Campbell, 2003; Jha et al., 2009).

Estudos em humanos sugeriram que a infecgao pode predispor a aterosclerose.
Nesses estudos, foram detectados agentes infecciosos na parede dos vasos com lesao
aterosclerdtica, além disso, foi estabelecida relacdo entre titulos altos de
Imunoglobulina G (IgG) contra agentes infecciosos e a aterosclerose (leven and
Hoymans, 2005; Schrijvers et al., 2007; Jha et al., 2009).

A aterogénese poderia ser iniciada por um agente infeccioso ao lesar o endotélio
vascular, diretamente por invasao da intima do vaso, ou indiretamente através da
liberacao de lipopolissacarideo (LPS) sistemicamente, com subseqiiente ativacao de
citocinas pro-inflamatoérias. Os microorganismos também poderiam levar a aceleracao
da aterosclerose em qualquer estagio por aumento do recrutamento de ceélulas
inflamatorias (macréfagos, linfécitos T) as lesdes pré-existentes, como também,
poderiam ser levados as lesoes aterosclerdticas precoces por mondcitos, macrofagos
ou linfécitos. Estas celulas estimulam a producao de moléculas de adesao e citocinas
pré-inflamatorias, eventualmente, levando a progressao da lesdo por aumento do
acumulo de macréfagos na intima e proliferacdo das células musculares lisas, todos
componentes criticos no desenvolvimento da aterosclerose (Kuo and Campbell, 2003).

Indiretamente, as infeccbes crénicas poderiam resultar em alteragdes nos perfis
lipidicos sanguineos através da liberagdo de citocinas sistémicas, levando a um
ambiente pré-aterogénico. As infecgbes podem resultar na diminuigdo ou incapacidade
funcional da lipoproteina de alta densidade (HDL) que € anti-aterogénica, como

também, no aumento de triglicerideos e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL)
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que sao pré-aterogénicos (Figura 5) (Damy et al., 2009; Fong, 2009).
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Figura 5. Potenciais mecanismos das infecgdes no desenvolvimento da aterosclerose
resultando no IAM (Campbell et al., 2010).

Teoricamente, as infeccoes podem potencializar a precipitagdo aguda de
eventos isquémicos nos estagios finais do desenvolvimento aterosclerdtico. Isto
poderia ocorrer devido a producao de metaloproteinases que sao capazes de degradar
todos os tipos de proteinas presentes na matriz extracelular (Sanchez-Escuredo et al.,
2010) e por geragdo de ambiente pro-coagulante, mediado por citocinas inflamatdrias,

aumentando a produgao de plaquetas, fibrinogénio e fator tissular (Fong, 2009).

1.1.1 Chlamydophila pneumoniae

O envolvimento da infeccdo pela Chlamydophila pneumoniae foi relatado
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sugerindo coadjuvar a manifestacao das doencas cardiovasculares. Este é um
patéogeno procariotc intracelular que pode infectar e sobreviver em uma variedade
ampla de células hospedeiras, incluindo epitélio pulmonar, macréfagos, mondcitos,
células musculares lisas e endotélioc vascular (leven and Hoymans, 2005). Foi
demonstrado que C. pneumoniae é capaz de iniciar e propagar a inflamag¢ao em meios
gue contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose (Campbell and Kuo, 2004;
Palikhe et al., 2009).

C. pneumoniae pode infectar e modificar a fisiologia de varias células tipicas
presentes na circulacdo e devem transitar do pulmao para o ateroma via mondcitos
circulantes (Palikhe et al., 2009). Células infectadas, subsequentemente, possuem uma
expressao de moiéculas de adesao desregulada e produzem citocinas inflamatérias
(Jha et al,, 2009). C. pneumoniae, intacta ou seu LPS, pode aumentar a captacédo de
LDL por macrofagos humanos para se tornarem celulas espumosas ricas em éster de
colesterol, um componente chave no inicio da aterogénese. Além do mais, a proteina
de choque térmico 60 de C. pneumoniae (HSP-60) pode potencializar a oxidagéo
intracelular da LDL, sua forma téxica, que € considerada mediador primario da
aterogénese (Fong, 2009).

Muitos estudos detectaram DNA de C. pneumoniae em placas ateroscleréticas
por hibridizagao in situ (Higuchi et al., 2000; Damy et al., 2009); péla reacao em cadeia
da polimerase (PCR) (Palikhe et al., 2008; Palikhe et al., 2009), assim como pela PCR
em tempo real (Jha et al., 2009).

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

possibilidade da C. pneumoniae aumentar o risco de eventos secundarios
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cardiovasculares em pacientes que ja possuiam doengas cardiacas (Guech-Ongey et
al., 2006). A associacao entre C. pneumoniae e doenga arterial (coronaria, carotidea e
periférica) foi descrita em estudos soro-epidemioldgicos (Momiyama et al., 2004; Jha et

al., 2009).

1.1.2 Mycoplasma pneumoniae

O Mycoplasma pneumoniae tem sido associado a patogénese da aterosclerose
e a desestabilizacao da placa de ateroma possivelmente por exacerbar o processo
inflamatério cronico (Momiyama et al., 2004; Damy et al., 2009; Maia et al., 2009). Este
microorganismo faz parte do grupo dos Micoplasmas, que € um grupo dos menores e
mais simples procariotos auto-replicantes. Estes organismos sao diferentes de outras
eubactérias em muitos aspectos, tais como pela auséncia da parede celular e por
apresentarem um genoma bem reduzido (Waites and Talkington, 2004).

A infeccao por M. pneumoniae ocorre no trato respiratorio inferior e superior, em
criangas e adultos, em todas as partes do mundo. O clima e area geografica ndo tém
muita significancia para potendializar o risco de infecgao. Esta bactéria € transmitida
por aerossois de pessoa para pessoa (Waites and Talkington, 2004; Smith, 2010).

Foi observado que em células epiteliais do trato respiratorio o M. pneumoniae,
para facilitar sua interiorizacdo na célula hospedeira, libera perdxido de hidrogénio e
radicais superoxido, que agem concomitantemente com algumas moléculas enddégenas
induzindo um estresse oxidativo no epitélio do hospedeiro (Waites and Talkington,
2004). Sabe-se que uma das causas para disfungao endotelial nas artérias é o estresse

oxidativo.
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Os micoplasmas possuem lipoproteinas fixas na por¢ao exterior da membrana
plasmatica, denominadas de lipideos associados a proteinas de membranas (LAMPS),
altamente antigénicas. Atualmente, as LAMPS tém atraido atencao pela sua abudancia
nos micoplasmas ao contrario de outras eubactérias (You et al., 2006). Estas proteinas
induzem a liberagao de citocinas inflamatdrias, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a e
quimiocinas como IL-8, proteina quirniotaxica monocitaria (MCP-1), proteina
inflamatdéria de macréfagos 1 alfa (MIP-1a), fator estimulante de colénia de mondcito-
granulécito (GM-CSF), como também prostaglandinas e oxido nitrico. Especula-se que
a injuria nas células hospedeiras nao consiste de uma lesao direta, mas sim devido a
sua prépria imunopatogénese (You et al., 2006; Damy et al., 2009).

M. pneumoniae é um patogeno respiratério comum. Exibe comportamento
epidemiolégico e suscetibilidade a antibidticos similares ao da C. pneumoniae, mas
uma caracteristica marcante é a necessidade de colesterol para a sua sobrevivéncia.
Este microorganismo ja foi detectado nos centros lipidicos das placas de ateroma
presente nas coronarias, juntamente com C. pneumoniae (Higuchi Mde and Ramires,
2002).

Os fatores de riscos convencionais para aterosclerose como, por exemplo,
habito de fumar e hipertensao, nao completamente explicam a fisiopatogenia desta
doengca em todos os casos de infarto agudo do miocardio. Por isso, existe a
necessidade de pesquisar novos fatores de riscos que estejam relacionados com ¢
desenvolvimento desta doencga. Estudos epidemiologicos tém sugerido que algumas
infecgOes estdo associadas com o desenvolvimento do infarto agudo do miocardio, pois

detectaram DNA bacteriano em lesOes aterosclerdticas (West et al., 2009; Sakurai-
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Komada et al., 2010), além disso, os riscos de ter doencgas coronarianas, como o infarto
agudo do miocardio ou angina instavel, durante os meses de frio intenso sao mais
elevados que no verao, isto sugere uma associagcao entre as infecgdes respiratorias
que aumentam nesta época do ano e esta doenga, portanio alguns microorganismos
podem provocar uma desestabilizacdo de uma doenga corondaria pré-existente por
ativar a expressao de genes inflamatérios em diversos tipos celulares, contribuindo
assim para o rompimento das placas aterosclerdticas pré-existentes nas coronarias
causando novos casos de sindrome coronariana aguda. A hipétese de que as bactérias
que causam infeccdes respiratérias podem ser um potencial fator de risco para infarto
agudo do miocardio, nos levanta a proposta de que o provavel caminho pelo qual essas
bactérias oriundas do trato respiratério cheguem as artérias coronarias seria através
das células do sangue periférico que sao atraidas a camada intima da artéria por
quimiotaxia. Portanto, este trabalho pesquisou a presenca de M. pneumoniae e C.
pneumoniae em células do sangue periférico de pacientes que tiveram infarto agudo do
miocardio (grupo IAM) e de individuos controles (grupo controle) e também procurou
uma associacao com a diferenca genética entre os individuos da resposta imune inata
por via de sinalizacdo e ativacdo por TRL e produgdo de algumas citocinas

inflamataérias.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a relacdo entre a presenca de infeccao por C. pneumoniae e/ou M.

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

genetica.

2.1 Objetivos especificos

Pesquisar o DNA de C. pneumoniae e M. pneumoniae no sangue periférico de
pacientes com |IAM e individuos controles.

Pesquisar a positividade para IgM e IgG anti-C. pneumoniae em pacientes com |1AM
e em individuos controles.

Descrever as frequencias genotipicas e alelicas dos polimorfismos TLR2 Arg753Gin,
TLR4 (Asp299Gili e Thr399lle), CD14 -260C>T e TNFA -308G>A em pacientes com
|AM e individuos controle.

Avaliar a associacao entre os polimorfismos TLR2 Arg753Gin, TLR4 (Asp299Gli e
Thr399lle), CD14 -260C>T e TNFa -308G>A e a expressao de mRNA de TLR2,

TLR4, IL6 e TNFa em sangue periférico e a ocorréncia de I1AM.

Avaliar a associagao entre a expressao de mRNA dos receptores de membrana
TLR-2, TLR-4 e das citocinas IL-6 e TNF-a, e concentragbes de marcadores
inflamatodrios (IL-6 e PCRUS) e positividade para os agentes infecciosos, em sangue

periférico.
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3. CASUI'STICA E METODOS
3.1 Caracteristicas do grupo 1AM

Foram incluidos 100 individuos com idade entre 30 a 65 anos, de ambos o0s
sexos, com diagnostico de IAM, entre os que sao atendidos no Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de
Sao Paulo (ISCMSP). O diagnostico de IAM foi estabelecido por pelo menos dois de
trés critérios definidos pelas diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007).
Esses critérios sao: a) clinico: relato de dor de localizagéo toracica anterior, em aperto,
peso ou queimacao, com duragao superior a 20 minutos; b) eletrocardiografico:
supradesnivelamento do segmento ST =2 1Tmm, a 0,02 segundos ap6s o ponto J e que
evolui para formacgao de onda Q patoldgica (infarto Q) (duragao > 0,03s e amplitude > 3
mm), ou infradesnivelamento do segmento ST e/ou alteragbes das ondas T que nao
evoluem para formagdo de ondas Q patoldgicas (infarto ndao-Q). Estas alteracdes
eletrocardiograficas estavam presentes em pelo menos duas derivagdes contiguas do
eletrocardiograma convencional, incluindo V7 e V8; c) marcadores cardiacos: valores
plasmaticos elevados (pelo menos o dobro do valor de referéncia) de creatina quinase
fracao MB (CKMB) e troponina T acima do limite superior do valor de referéncia (0,1

pg/mL) (Conti et al, 2002).

Nao foram incluidos, no estudo, os pacientes com |AM que apresentaram
quaisquer das seguintes condi¢coes: Doenga crdénica em atividade nos ultimos dois
meses: doencas inflamatérias reumatoldgicas, doenca inflamatéria intestinal
(Retrocolite ulcerativa e doenca de Crohn), insuficiéncia renal crdnica, insuficiéncia

hepatica, disturbio enddcrino (Hiper e hipotireodismo, diabetes Melito tipo 1 e doenca
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de Cushing), hipercolesterolemia familial conhecida ou presente em membros da
familia. Para a determinagdo dessas condigdes, além do questionario aplicado ao
paciente, foram realizados os seguintes testes de triagem: glicemia de jejum,
lipidograma, T4, Hormdnio estimulante da tiredide (TSH), uréia, creatinina, Aspartato
aminotransferase  (AST), Alanina aminotransferase (ALT), velocidade de

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

3.2 Caracteristicas do grupo controle

O grupo controle foi constituido por 120 individuos com idade entre 30 a 65
anos, de ambos 0s sexos, que nao apresentavam histdria ou evidencia de doenca
cardiovascular atual. A doencga arterial coronaria foi afastada pela realizagcdo de um
teste ergométrico cujo resultado foi totalmente dentro da normalidade. O grupo controle
foi formado por funcionarios do departamento de manutencdo e trabalhadores que
prestam servico ao IDPC, e doadores de sangue ou acompanhantes do IDPC e da

ISCMSP.

3.3 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do IDPC, da
ISCMSP e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
(FCF/USP), (CEP-USP nuimero 371).

Os individuos dos grupos |IAM e controle foram informados de maneira clara
sobre os objetivos e importancia 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 resolugdo numero 196, de

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

3.4 Amostras bioldgicas

A coleta de sangue periférico foi realizada por pungdao da veia antecubital
utilizando o sistema de coleta a vacuo, sendo tres tubos de 3mL com anticoagulante
EDTA (1 mg/ml) para extragcdo de DNA (deteccdo de polimorfismos e agentes
infecciosos) e de RNAm (analise da expressdao génica), dois tubos de 5 mL, sem
anticoagulante, para algumas determinacgdes bioquimicas e imunoquimicas, um tubo
com citrato de 3mL para dosagem do fibrinogénio plasmatico e um tubo com fluoreto

de 3mL para determinagdo da concentracao de glicose.
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4. Métodos

4.1 Coleta de dados clinicos

As informagbes clinicas e de risco cardiovascular foram obtidas por meio de
anamnese classica, seguida pela realizacdo de exame fisico completo e
eletrocardiograma no dia da consulta. A pressao arterial foi medida no brago direito,
com o paciente sentado e tranguilo, em trés vezes consecutivas, com intervalos de 5
minutos. O peso foi determinado com roupas leves, sem sapatos, utilizando balanca
mecanica Filizola modelo 31 e a altura mensurada com um antropémetro de 1,92 m. O
indice de massa corpoérea (IMC) foi calculado com base na férmula: peso dividido pelo

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

4.2 Avaliacao de fatores de risco cardiovascular

Foram avaliados os seguintes fatores de risco para doenga arterial coronaria:
diabetes, hipertensao arterial, tabagismo, dislipidemias e obesidade. Os valores para
estabelecimento desses fatores de risco foram:

Hipertensao arterial sistémica - De acordo com os dados das VI Diretrizes Brasileiras
de Hipertensao Arterial (Brandao et al., 2010) foram considerados hipertensos os
pacientes em uso de medicacdo anti-hipertensiva ou que apresentavam histéria de
pressao arterial sistdlica 2140 mmHg e/ou pressao arterial diastdlica = 90 mmHg,
utilizando-se como referéncia a meédia de avaliagbes em pelo menos trés dias

diferentes.
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Diabetes Melito tipo Il — De acordo com os dados das VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensao Arterial (Brandco et al., 2010). Duas medidas de glicose plasmatica de
jejum = 7,0mmol/l (126 mg/dl) em dois dias distintos, ou portadores de sintomas
classicos de diabetes associados a glicemia = 11,1 mmol/l (200 mg/dl), ou pacientes
recebendo terapia com insulina ou hipoglicemiante oral.

Dislipidemias - De acordo com as |V Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia
sobre Dislipidemias (Sposito et al., 2007), os seguintes valores foram adotados: a)
Hipercolesterolemia: colesterol total > 5,7 mmol/l (240 mg/dl), b) LDL colesterol
elevado: > 4,1 mmol/l (160 mg/dl), c) HDL colesterol baixo: < 1,02 mmol/I (40 mg/dl),
d) Hipertrigliceridemia: triglicérides > 2,26 mmol/l (150 mg/dl).

Historia familiar para doenga coronaria precoce - Pacientes com relato de doenca
coronaria em pais ou irmaos, abaixo dos 55 anos em homens, ou de 65 anos em
mulheres.

Tabagismo - Fumantes ativos ou com abstinéncia de tabaco ha menos de trés anos
antes do |AM foram considerados tabagistas, pois trabalhos populacionais
envolvendo mais de 1000 pacientes constataram que trés anos apos cessar o
tabagismo o risco para infarto ou 6bito era similar aos do que nunca fumaram (Conti
et al., 2002). Pacientes que nunca fumaram ou fumaram por um periodo inferior a um
més foram definidos como ndo tabagistas. Os pacientes foram considerados
tabagistas se fumassem pelo menos 5 cigarros/dia.

Obesidade — De acordo com as |V Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia
sobre Dislipidemias (Sposito et al., 2007). O IMC foi utilizado para definir sobrepeso

(IMC > 25,0 Kg/m?) e obesidade (IMC > 30,0 Kg/m?).
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4.3 Perfis bioquimicos e hematologicos

A glicose, o colesterol (CHOD-PAP), os triglicérides (GPO-PAP), o HDL-
colesterol (HDL-CPLUS) e a uréia foram determinados por metodo enzimatico e a
creatinina por método cinético colorimétrico em analisador automatico Hitachi-modelo
912 (Roche Diagnostics do Brasil, Sao Paulo, Brasil). As concentragdes séricas de
colesterol da VLDL (VLDL-c) e da LDL (LDL-c) foram calculadas segundo a férmula de
Friedewald e colaboradores (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A férmula
s0 foi aplicavel quando o valor de triglicérides fosse menor que 400 mg/dl. Nos casos
de ftriglicérides acima de 400 mg/dl, o LDL-c foi obtido pelo método do anti-soro
policlonal enzimatico. As dosagens de apolipoproteina Al (apo Al) e B (apo B) foram
realizadas por métodos imunoturbidimétricos em sistema automatizado Hitachi-modelo
912 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA). As concentragcdes de T4, TSH e IL6
foram determinadas pelo método de quimioluminescéncia utilizando o aparelho centaur
(Siemens Healthcare diagnostics, Atlanta, USA). As concentragoes de PCR ultra
sensivel (PCRUS) sérica foram determinadas pelo método de nefelometria utilizando o
nefeldmetro BNII (Siemens Healthcare diagnostics, Atlanta, USA).

A contagem global de leucdcitos, hemacias e plaquetas, dosagem de
hemoglobina, calculo do hematdcrito, indices hematimétricos, percentual de linfécitos e
valor absoluto de linfécitos foram realizadas utilizando sistema automatizado Counter
modelo T.890 (Roche Diagnostics do Brasil, Sao Paulo, Brazil). A contagem diferencial

de leucécitos foi realizada por método manual, através da leitura de esfregagos
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sanguineos corados pelo método de Romanowsky, com corantes May-Grunwald e
Giemsa.

O plasma citratado foi mantido a -20°C para posterior determinacdo da
concentragao de fibrinogénio plasmatico. As determinagdes do fibrinogénio foram
realizadas por método de fotometria, protocolado para o aparelho Electra-modelo

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

4.4 Extracao e analise de DNA gendmico

O conjunto de reagentes da QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha)
foi utilizado para a extragado de DNA humano e de bactérias presentes em amostra de
200 uL de sangue periférico. A quantificagdo 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 relacao

Assonm/Asgonm (SAMBROOK: RUSSEL, 2001).

4.5 Pesquisa do rDNA 16S do agente infeccioso
4.5.1 Cepas de bacteérias

A cepa de M. pneumoniae foi cedida pelo Laboratério sob responsabilidade do
Prof. Associado Jorge Tymenetsky do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao 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 Amplificacao do fragmento rDNA 16S das bactérias

Amostras de cultura das bacterias foram submetidas a extragao de DNA que foi
utilizado como controle positivo para a pesquisa de agentes infecciosos pela reacao em
cadeia pela polimerase (PCR) e para construcdo do controle interno. Foram utilizados
iniciadores, cuja sequencia se encontra na tabela 2, que reconhecem a regiao rDNA

16S 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),
tampao da PCR (75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KCI, 20 mM (NH4)»,SQO4, 2 mmol/L

de MgCl,), em um volume total de 25 pL com agua 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 min.

Os produtos da PCR (amplicons) foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TBE 1X (Sambrook e Russel, 2001). Foram aplicados 5 uL de
amplicons diluidos em tampao de amostra de DNA. Como referéncia 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 € 60 mA em cuba horizontal modelo 250
(Invitrogen, MD, EUA). Os fragmentos foram visualizadas sob luz UV, apds coloragao
do gel com brometo de etidio (0,5 mg/mL) (Sambrook e Russel, 2001) e
fotodocumentadas em sistema de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5)

(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EUA).
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Tabela 1- Iniciadores utilizados na PCR para amplificagéo da regiao rDNA 16S das bacterias

Bacterias Iniciadores Tamanho do

amplicon

M penumoniae 5- GACCTGCAAGGGTTCGTTATTIT-3 58 o
P 5- GGCCGTTACCCCACCAA -3 p

5'- GGACCTTACCTGGACTTGACATG -3’

C. penumoniae 5- TGTGTATCTGTCCTTGCGGAAA-3

70 pb

4.5.3 Preparacao de células competentes

Uma coldnia isolada de bactéria hospedeira E. coli cepa DH-5a foi expandida em
meio liquido de Luria-Bertani (LB) sem antibidtico, incubando-se sob agitagéo a 37°C,
até a obtencao de uma densidade optica (DO) de 600 nm. As células foram isoladas
por centrifugacao de 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C em seguida o precipitado foi
homogeneizado com uma solugéo de cloreto de calcio 50 mM gelado por 30 min e
centrifugadas a 4000 g durante 5 min. As células foram re-suspensas em solucéo de
cloreto de calcio 50 mM e DMSO 5% e conservadas a -70°C até o momento da

transformacao.

4.5.4 Clonagem dos amplicons em vetor plasmidial

Os amplicons dos agentes infecciosos foram clonados 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, MgCl, 20 mM, ditiotreitol 20 mM, ATP 2 mM e 10% de polietilenoglicol).
Foram utilizadas 50 ng de plasmideo, 20 ng do amplicon e 1 U de DNA Ligase, em 10

puL de volume final. A mistura foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente. O
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produto de ligagao foi utilizado para transformacéo de bacteria E. coli cepa DH-5a

competente.

4.5.5 Transformacao de células E. coli competentes com plasmideo recombinante

Para a transformagao, foram utilizados 100 pyL de suspensao de células
competentes (descrita no item 4.5.3) e 10 pL de plasmideo recombinante. A mistura foi
homogeneizada e incubada por 20 min em banho de gelo, por 50 minutos a 42°C sem
agitacao e, novamente, em banho de gelo por mais 2 min. Foi adicionado, entdo, 950
uL de meio SOC (2,0g de triptona bacterioldgica, 0,5 g de extrato de levedura
bacteriolégica, 0,05 g de NaCl e agua deionizada q.s.p 100 mL) e incubou-se a 37°C
por 90 min com agitacao de 150 rpm. O produto de transformacgéo foi semeado em
meio de cultura LB &agar contendo ampicilina 200 ug/mL, Isopropil Beta-D-1-
Thiogalactopyranoside  (IPTG) 0,1 mM e  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-

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

4.5.6 Extracao do DNA plasmidial

Cada colbnia isolada e carreadora de plasmideo recombinante (pGEM-Cp e
PGEM-Mp) foi incubada em 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL)
por 16 h a 37°C com agitagao de 150 rpm. A seguir, as culturas foram centrifugadas a
5.000 g 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 a

12.000 g durante 5 min o sobrenadante foi removido. O sedimento foi utilizado para
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extracao dos plasmideos recombinantes utilizando o kit GFX Micro Plasmid Prep Kit
(Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUA).

Resumidamente, o sedimento foi re-suspenso em 300 uL de solucao | (Tris-HCI
100 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, Rnase | 400 pg/mL), agitado vigorosamente em agitador
de tubos. A seguir, foram adicionados 300 pyL de solugédo Il (NaOH 1 M, SDS 5,3%
m/v), homogeneizando-se o tubo por inversao de 10 a 15 vezes. Foram acrescentados
600 pL de solugéo Il (solugao tamponada contendo acetado de sédio 3M), invertendo-
se o tubo varias vezes até a formacdo de um precipitado floculento. Centrifugou-se a
12.000 g durante 5 min a temperatura ambiente. Cuidadosamente, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 1,5 pL esterilizado. A Metade deste volume
(aproximadamente 600 L) foi transferida a uma coluna GFX, previamente colocada em
um tubo coletor. Incubou-se por 1 min a temperatura ambiente e centrifugou-se a
12.000 g por 30 s a temperatura ambiente. O material coletado foi descartado e o
procedimento foi repetido para o volume restante. Apods a centrifugacao, adicionaram-
se 400 pL de tampao de lavagem (80% tampao Tris-EDTA e 20% etanol absoluto) a
coluna, que foi centrifugada a 12.000 g por 1 min a temperatura ambiente. A coluna foi
entéo colocada sobre outro tubo e a ela foram adicionados 75 pL de tampao TE pH 8,0.
Incubou-se por 1 min a temperatura ambiente e centrifugou-se a 12.000 g por 1 min a
temperatura ambiente. O DNA plasmidial diluido em TE foi mantido a -20°C.

O DNA plasmidial (50ng) foi digerido com endonucleases EcoRl 5U (New
England Biolabs Inc., Ipswich MA) & 37 °C 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 deteccéo do amplicon clonado.
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4.5.7 Uso do controle interno na amplifica¢ao rDNA 16S bacteriano

Os plasmideos recombinantes foram utilizados como controle interno em ensaios
da PCR em tempo real para quantificagdo de DNA bactérias Mp e Cp em amostras
biologicas.

Cada plasmideo recombinante (pGEM-Cp e PGEM-Mp) foi quantificado por
espectrofotometria em UV. O nimero de cdpias presente na solucdo foi calculado
utilizando-se informacao da concentragdo e do peso molecular conhecido de cada
plasmideo recombinante.

As solugdes contendo os plasmideos recombinantes foram diluidas em tampao
TE pH 8,0. Doze diluicdes seriadas de concentragbes conhecidas (10° a 10° copias)
dos plasmideos foram utilizadas em ensaios da PCR em tempo real para determinagao
do limite de quantificagdo. 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 auxilio do programa Primer Express (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) utilizando nimero de acesso genomico disponivel no Banco de

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

Tabela 2- Iniciadores e sondas utilizados na da PCR em tempo real para amplificagdo da
regido rDNA 16S das bactérias

Bactérias Iniciadores e sondas Tamanho do
amplicon

5'- GACCTGCAAGGGTTCGTTATTT-3
5- GGCCGTTACCCCACCAA -3

FAM 5- TGAGGGTGCGCCATA -3'MGBNFQ

M. pneumoniae 68 pb

5- GGACCTTACCTGGACTTGACATG -3’
C. pneumoniae 5- TGTGTATCTGTCCTTGCGGAAA-3 70 pb
FAM 5- TTGACAACTGTAGAAATAC -3 MGBNFQ

Nota: MGB, Minor Grooving Binding; NFQ, No fluorescence Quencher
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Na figura 6, sdo apresentados os numeros de cépias do plasmideo pGEM-Cp,
os valores de ciclo threshold (Ct) e de eficiéncia da PCR em tempo real utilizada para
deteccao e quantificagao do DNA de C. penumoniae.

O limite de quantificacao das bactérias foram determinados de acordo com a
menor concentracao de DNA em que as triplicatas de amplificagao possuia um Ct com
desvio padrao menor que 0,5 e tanto para Cp quanto para Mp o valor encontrado foi de
1000 copias/pL.

O limite de deteccado que corresponde a amostra positiva, mas nem sempre
quantificavel foi determinado de acordo com a amplificagao 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 seguranca do resultado segundo critérios de controle de

qualidade em testes moleculares.,
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Figura 6. Amplificagdo de diluigoes seriadas do plasmideo recombinante pGEM-Cp (controle
interno para C. Pneumoniae) pela PCR em tempo real: 1: 10° cépias; 2: 10° cépias; 3:
107 copias; 4: 10° copias; 5: 10° copias; 6: 10* copias; 7: 10° copias.
4.5.8 PCR em tempo real para deteccao de agentes infecciosos

Amostras de DNA extraido de sangue humano foram amplificadas pela PCR em
tempo real juntamente com o plasmideo recombinante (controle interno).

O ensaio da PCR em tempo real foi otimizado utilizando iniciadores 100-900
nmol/L, sonda TagqMan 50-400nM, PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA) e 20 a 200ng de DNA, em volume final de 25 pL. Os ensaios de
amplificacao foram realizados em aparelho ABI Prism Sequence Detector System
7500 (Applied Biosystems, Califérnia, 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 1min. Apds a
otimizagao da reacgao, a seguinde condi¢ao foi utilizada nas amostras de DNA dos
individuos deste estudo: iniciadores 200 nmol/L, sonda TagMan 200nM, PCR Master
Mix 1x (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e 100ng de DNA, em volume final de

25 pL tanto para Cp quanto para Mp (Figura 7) .
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Figura 7 - Amplificacao da regiao rDNA16S C. penumoniae de amostras de DNA de pacientes
com IAM. 1. 10’ cépias/uL; 2. 10° cépias/uL; 3. 10°® cépias/uL (Limite de
quantificacdo); 4. Limite de deteccao.

4.5.9 Sequenciamento de DNA

Com a finalidade de validagao da PCR em tempo real para deteccao e
quantificacao de DNA de C. pneumoniae e M. pneumoniae, amostras de DNA de seis
individuos com resultados positivos pela PCR em tempo real foram sequenciadas.

Realizou-se na PCR com os seguintes oligonucleotidos sintetizados de acordo
com a sequencia do vetor plasmidial pGEM®-T Easy Vector (Amersham Biosciences,
Piscataway/NJ, EUA) (Tabela 3) e teve as seguintes condicoes: 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), tampao da PCR (75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM de KClI,

20 mM (NH4)2SO4, 2 mmol/L de MgCl,), em um volume total de 25 yL com agua
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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 min. Depois de realizada a PCR, os produtos gerados desta
reacdo (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, Sdo Paulo, Brasil). Apdés a purificacdo, os amplicons foram
enviados ao Centro de Estudos do Genoma Humanos ja misturados com seu
respectivo oligonucleotideo a ser usado na reacao de sequenciamento. Para cada
reacdo de sequenciamento que foi realizada foi enviado 5,0uL de produto da PCR
(20ng/uL) acrescidos de 2,5ulL. de oligonucleotideos (5uM).

Na PCR, foram utilizados 100ng de DNA, iniciador 5uM (Prodimol Biotecnologia,
Bello Horizonte, MG, Brasil), dNTPs 200nmol/L (Amersham Biosciences,
Piscataway/NJ, EUA), 2uL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 1uL do tampao BigDye®
Terminator v3.1 5x Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um

volume total de 10uL com agua 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 4segq.

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

amostra de paciente com |AM é apresentados na Figura 7.
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A sequencia de nucleotideos da regiao rDNA16S de C. pneumoniae identificada
apo6s o sequienciamento foi comparada com a sequericia disponivel no banco de dados

do NCBI (www.nbi.nlm.nih.gov). Essa comparacgao revelou uma semelhanca de 100%

entre a sequencia obtida e a referencia, confirmando a presenca de DNA bacteriano na
amostra de paciente. O resultado obtido no sequenciamento da regiao rDNA16 do M.

Pneumoniae tambem foi confirmado (dado nao mostrado).

Tabela 3- Iniciadores utilizados na PCR para amplificagao do plasmideo recombinante
(PGEM-Cp e PGEM-Mp)

DNA Iniciadores e sondas Tamanho do

amplicon

5 -GTTTTCCCAGTCACGACGT-3

PGEM-Cp e PGEM-Mp ., A GCTTGGCGTAATCATG -3

275 e 273 pb

90 100 110 120 130 140 150
GGACCTTACCTGGACTTGACATGTATTT GACAACTG TAGAAATACAGCTTTCCGCAAGGACAGATACACA,

[\/v‘N\/\f\"'W\/\]\Af\N\J\f\f‘mﬂJ\J\N’\J\N\N‘*m-"«/\/\f\/\,-w‘w‘-ﬁ.fv\[\/\/\/\/v\/\/\/\/v\/\ f“'{\z\ff\f‘«/\f\f"\-« y

7RQ N 14

Figura 8 - Eletroferograma do sequenciamento da regido rDNA16S de C. pneumoniae presente

de uma amostra de paciente com IAM.

4.6 Extracao e analise de RNA total de leucocitos de sangue periferico
Imediatamente apds a coleta do sangue periférico, o RNA total foi purificado das

células através da utilizacao de um conjunto de reagentes da Q/Aamp RNA blood Mini

Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha) de acordo com o manual de instru¢ao do fabricante.

Posteriormente a extracdo, a concentracdo de RNA total foi obtida por
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espectrofotometria no ultravioleta (UV) utilizando-se o aparelho Nanodrop D-1000
(Nanodrop Technologies, Delaware, EUA) e o grau de pureza do RNA determinado
pela relacao Asso/Azso (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A sintese de cDNA a partir de 200ug de RNA total foi realizada utilizando o kit de
reagentes SuperScript™ |l reverse transcriptase (Invitrogen, Gathersburg, EUA) de
acordo com o manual de instrucdo do fabricante. O cDNA obtido deste ensaio foi

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

4.7 Analise da expressao de RNAm pela PCR em tempo real

A quantificacdo relativa da expressdo de TLRZ2, TLR4, IL6 e TNFA foi
realizada pela PCR em tempo real (QPCR) utilizando o sistema de sondas de
deteccao TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O gene
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPD) foi utilizado como controle
endogeno.

A primeira etapa consistiu da sintese de cDNA, utilizando200 ng de RNAm,
iniciadores aleatorios 200 nM (random primers) (Invitrogen, MD, EUA), dNTP
200nM (Amershan-Pharmacia Biotech do Brasil, Brasil), DTT 20mM, transcriptase
reversa 200 U (Superscript'™ I RT RNase H) e tampéo (Tris-HCL 250mM pH 8,3,
KCI 375mM, MgCl, 15mM) (Invitrogen, MD, EUA). A mistura foi incubada a 25 °C
por 10 min, seguida de 50 °C por 50 min e 70 °C por 15 min. O cDNA obtido e
conservado a -20 °C até a realizagao da PCR.

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

utilizando-se iniciadores 900 nM e sondas marcadas com FAM 250nM (Applied



64

Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os demais reagentes da qPCR foram
adquiridos em solugao Master Mix [MgCl, 25nM, dNTPs 10mM, Uracil N-
glicosilase (UNG, AmpEraseR) 30 U, enzima Amplitag Gold 150 U e tampéao de
reacao] (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para uso, essa solucgao foi
diluida 2 vezes. Foi utilizado volume final de 25 pL por reacao e os ensaios foram
realizados em duplicata.

Os oligonucleotideos e sondas utilizados na gPCR (Tabela 5) foram
selecionados utilizando-se os programas Primer Express® 3.0 (Applied Biosystems,
California, EUA) e Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Califérnia, EUA).
As regides analisadas possuem sequéncia disponiveis: TLR2 (NM_003264), TLR4
(NM__ 138554.2), IL6 (NM_000600), TNFA (NM_0001145645) e GAPD (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 ha PCR em tempo real para quantificagao da

expressdo de RNAm

Tamanho do
Genes Iniciadores e sondas
amplicon
TLR2 5'- ATACAGACAAAGGCATACA-3' 103 pb

5-ACCATAAACCCAACAACT-3'
FAM 5-TTTATCGTCTTCCTGGTTCAAGCCCCTTTC -3' TAMRA

TLR4 5-TGCGTGAGACCAGAAAGC-3' 123 pb
5-GTCCAGGTTCTTGGTTGA-3'
FAM 5-ATGTCTGCCTCGCGCCTGGC -3' TAMRA

IL6 5- GATTGTGCAATGTGACGTCCTT-3 125 pb
5- GCTGCACTTTTCCCCCTAGTT-3
FAM 5'-CGCCTCCAGGAGCCCAGCTATGA -3' TAMRA

TNFA 5'- GTAGGACCCTGGAGGCTGAAC-3 80 pb
5'- CCCAAAAGAAATGGAGGCAAT-3
FAM 5-CCCCCTCCTTCAGACACCCTCAACC--3' TAMRA

GAPD 5-GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3 130 pb
5-CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC-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 (ativacdo de UNG); 1 ciclo a 95°C por 10 min (inativacao da
UNG); 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Os sinais de fluorescéncia
emitidos pelos fluoréforos das sondas TagMan 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-logaritmicas dos sinais de amplificacdo. Esse programa fornece o
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parametro ciclo em que o sinal de fluorescéncia é significativo, denominado
threshold (Ct) (BUSTIN; MUELLER, 2005; KUBISTA 20906). Para cada amostra de
cDNA, o Ct de cada gene é comparado com o do GAPD (controle enddgeno).

A gquantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de uma
curva-padrao, realizada com diferentes concentragbes de amostra. A curva-
padrao permite avaliar a linearidade da amplificagdo bem como a eficiéncia da
mesma. Para esta finalidade, foram utilizadas diluicbes seriadas (1:2, 1:4, 1:8 e
1:16) de cada cDNA de amostras usadas apenas para testes nos ensaios da
gPCR. As diluicdes de cDNA e os respectivos valores de Ct foram plotados em
graficos que permitem verificar a relacdo entre duas variaveis (Ct vs log da
diluicado de cDNA). Segundo Livak e Schmittgen (2001), a alta eficiéncia de
ensaios da qPCR deve estar entre 90% e 110%, a inclinacao (do inglés slope) da
curva-padrao deve ser proximo de -3,3. Quando esses critérios nao sao
atendidos, é preciso verificar as concentracbes de iniciadores e sondas em
outras curvas-padrao.

As eficiéncias das amplificagdes foram analisadas utilizando como parémetro o
Ct (BUSTIN, 2000). A analise da expressao de RNAmM dos genes foi realizada com
base na férmula: 2°°' | na qual ACt corresponde & diferenca entre a média Ct da

amostra em estudo e a média Ct do controle endégeno GAPD.
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Tabela 5 — Valores de inclinagao da curva e eficiéncia dos ensaios da qPCR para analise da

expressao de RNAm

Gene Inclinacao da curva Eficiencia
TLR2 -3.46 95%
TLR4 -3.38 98%
L6 3.3 100%
TNFA -3.53 91%
GAPD 3.3 100%

4.8 Analise de polimorfismos genéticos pela PCR em tempo real

Os polimorfismos TLR2 Arg753GIn (G+2258G>A), TLR4 [Asp299Gli (A+896G)
e Thr399lle (C+1197T)], CD14 -260C>T e TNFA -308G>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 genétipo
pela identificacdo grafica (fluorescéncia versus temperatura) da dissociagao do
produto da PCR (Figura 9-13).

As condigdbes da PCR-HRM foram: iniciadores 200 nM (Prodimol
Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), Amplitag Gold PCR Master Mix (MgCl.
25nM, dNTPs 10mM, AmpEraseR UNG 30U, enzima Amplitag Gold 150 U e
tampao de reacao) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), e fluoroforo
intercalante SYTO® 9 green 1,5 pM (Invitrogen, Gathersburg, EUA), em ensaios de
25 L de volume final.

Os oligonucleotideos utilizados na PCR-HRM (Tabela 6) foram selecionados
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utilizando-se os programas Primer Express® 3.0 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA)

e Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Califérnia, EUA). As regides

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

(Asp299Gli, rs4986790, Thr399lle, rs4987233), TLR2 (Arg753GIn, rs5743709) e TNFA

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

(NIH) (www.ncbi.nim.nih.gov).

Tabela 06 - Iniciadores utilizados nos ensaios da PCR em tempo real para deteccdo de

polimorfismos genéticos

Tamanho do Produto da

Polimorfismo Iniciadores PCR
TLR4Asp299GI o 5 CATTGAAGAATTCCGATTAGCA 3 98 bp
AS 5 ATGTTTCTTCATTTTCCCTGGTG 3
TLR4 Thr3golle S 5 AAAGGTTGCTGTTCTCAAAGTGATT 3 104 bp
(C1197T)
AS 5 TGAGTTCAAACTTCTTGGGCTTAGA
3’
TLR2 AIG753GIn - ¢ & CCATTCCCCAGCGCTTCT 3 58 bp
(G2258A)
AS 5 TGAACACCAAGACCTACCTGGA 3
CD14 S 5 TTTCCTGGAAATATTGCAAT 3 78pb
260C>T
AS 5 TCTGCAGGGCATCTAGGGT 3'
TNFA S 5 AGGCAATAGGTTTTGAGGG 3 84 pb
308G>A

AS 5 TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 3

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

fluorescéncia emitidos pelo

fluoroforo SYTO® 9 foram detectados pelo

equipamento ABI Prism 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Apds a amplificagcao, foi realizada a curva de dissociagdo constituida por duas
etapas, sendo a primeira fase a de declinio de temperatura de 95°C a 50 °C para
ressociacao do amplicon e posteriomente se eleva a temperatura de 50°C a,
95°C, sendo que nesta fase havera a captura de fluerescéncia.

Amostras de DNA com genotipo conhecido (referencia), em heterozigose
para as polimorfismos TLR2 e TLR4, foram gentiimente cedidas pela Dr. Helga-
Paula Térok do Department of Internal Medicine |l, 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 gendtipo. Nas
figuras 9 a 13 estao apresentados os perfis da PCR-HRM para cada polimorfismo

estudado.

Tabela 07. Iniciadores utilizados na PCR para sequenciamento dos amplicons

Tamanho do
Genes Iniciadores e sondas .
amplicon
TNFA 5-CTCTCCCTCAAGGACTCAGC-3 452 pb
5-CAGTTGTTGGCACACCCAG-3
CD14 5-TGGGGAGAGAGCAGAGGTCTA-3 557 pb

5'-CCCAATCCCCCTACCTTATATC-3'
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Figura 9. Curvas de dissociagédo da PCR-HRM do polimorfismo TLR2 Arg753GIn (G+2258A).
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Figura 10. Curvas de dissociagédo da PCR-HRM do polimorfismo TLR4 Asp299Gli (A+896G).
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Figura 11. Curvas de dissociagédo da PCR-HRM do polimorfismo TLR4 Thr399lle (C+1197T).
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Figura 12. Curvas de dissociacao da PCR-HRM do polimorfismo TNFA -308G>A.
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Figura 13. Curvas de dissociacdo da PCR-HRM do polimorfismo CD14 -260C>T.

4.9 Pesquisa de anticorpos anti-C. pneumoniae

Amostras de soro foram foram diluidas em tampao fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,2 e
utilizadas para a pesquisa de IgG e IgM anti-C. pneumoniae. Os anticorpos foram
detectados por imunofluorescéncia indireta, utilizando-se como antigeno células de C.
Pneumoniae. Em cada duas laminas contendo o antigeno, foi depositada uma gota de
soro diluido de 1:16 a 1:512. As laminas foram incubadas por 30 min a 37°C em
camara umida. A seguir, foram adicionados a cada lamina os anticorpos anti-IgG e anti-
IgM humanos conjugados a fluoresceina (Uniscience do Brasil, SP).

Foram consideradas positivas as reagdes cuja intensidade de fluorescéncia das
inclusdes foi maior ou igual a duas cruzes (++) huma escala de 0 a 4 cruzes (Magder et

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

C. Pneumoniae.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas SigmaStat v.2.0
(SPSS Inc., Chicago, EUA) e SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Para determinacao do tipo de simetria das varidveis quantitativas continuas foi
realizado o teste de simetria de Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis com
distribuicao assimétrica foram utilizados testes nado paramétricos, o teste U de
Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar as tendéncias centrais de duas amostras e o
teste de Kruskal-Wallis para comparar mais de duas populagdes quanto a tendéncia
central dos dados. Para as variaveis com distribuicao simétrica foram utilizados testes
paramétricos. Estes testes foram utilizados para comparar os valores de parametros
bioquimicos entre os grupos estudados e avaliar o efeito dos polimorfismos genéticos
sobre os testes parametros (teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney e test t de Student). No
caso de comparacao entre trés grupos haplétipos utilizaram-se os testes One Way
ANOVA (variaveis simétricas) e teste de Kruskal-Wallis (variaveis assimétricas). Para
comparagao multipla apds as analises de variancia foram utilizados o teste de Tukey
(paramétrico) ou o teste de Dunn (Nao paramétrico). Variaveis categoricas foram
comparadas por %° (Qui-Quadrado) ou Teste Exato de Fisher.

Para as analises, os individuos afro-brasileiros foram agrupados com os
individuos pardos a fim de aumentar o poder estatistico dos testes. O nivel de

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

6.1 Casuistica

Participaram do estudo duzentos e vinte individuos, sendo 100 pacientes com
infarto do miocardio (IAM) formando o grupo de estudo e 120 individuos controles (GC).
A idade dos individuos variou entre 30 e 65 anos, média 60,6 + 10,6 anos (IAM) e
meédia 55,1+8,7 anos (GC).

No grupo |AM, 65 pacientes (65%) eram do género masculino € no grupo
controle 90 individuos (75%) eram do mesmo género e nao houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos, p=0,137. Em relagao a cor da pele, 65
pacientes (65,0%) do grupo IAM eram brancos e 79 individuos (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 classicos
(Diabetes, IMC elevado, habito de fumar, hipertensao) para o desenvolvimento de
doenca aterosclerdtica. Em relagcdao ao IMC, houve, em média, individuos com valores
maiores no grupo IAM em relacdo ao grupo controle, p<0,0001. Da mesma forma,
houve uma maior frequencia de hipertensos (62%), fumantes (75%), diabéticos (20%)
no grupo |AM do que no grupo controle tabela 7. Por outro lado, Nao foi significante a
frequencia de individuos que consumiam bebidas alcodlicas entre os grupos, 30 % IAM

e 23 % GC, p=0,683.
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Tabela 8 — Dados biodemograficos dos individuos de acordo com 0s grupos

estudados.
Grupos
IAM GC P

Idade (anos) 60.6+10,6 55,1+8,7 < 0,0001*
Género (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 (%) 2 (62,0) 24 (20,0) < 0,0001**
Habito de fumar (%) 5 (75,0) 40 (33,3) < 0,0001**
Diabetes (%) 20 (20,0) 6 (5,0) < 0,0001**
Consumo de bebida alcodlica (%) 0 (30,0) 28 (23,3) = 0,683**

Nota: Valores quantitativos sdo apresentados como media + DP dos dados e os valores qualitativos sdo
apresentados como nimero de individuos e entre parénteses a frequencia absoluta. Teste-f de Student*.
Teste de distribuicio qui-quadrado™*, IMC=Indice de massa corpérea, [AM=infarto agudo do miocérdio,

GC=controle.

6.2 Parametros Bioquimicos

O perfil inflamatério determinado neste estudo mostra que as concentragdes de
Interleucina-6, Proteina C reativa e fibrinogénio tiveram diferencga significante entre os
grupos, sendo que os pacientes do grupo IAM apresentaram maior concentragao em
relacdo ao grupo Controle, p<0,0001. O mesmo foi evidenciado em relagdo a
quantidade de leucécitos (p<0,0001). Por outro lado, em relagdo ao numero de
plaquetas ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos estudados (Tabela 8).

O perfil lipidico dos pacientes do grupo IAM apresentaram concentracdes
plasmaticas de triglicérides e VLDL-c maiores que as dos individuos do GC, p<0,001.

As concentragdes plasmaticas de LDL-c e Apo B nao foram significativamente
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diferentes entre os dois grupos estudados (p=0,937 e p=0,683, respectivamente). As
concentracdes plasmaticas de HDL-c e Apo A1 foram menores no grupo IAM em
relacao ao grupo Controle (p<0,001).

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

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

Tabela 9 — Dados bioquimicos e hematoldgicos dos grupos de pacientes com infarto

agudo do miocardio (IAM) e individuos 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**
Fibrinogénio (mg/dL) 4748 +195,5 273,75+72,7 < 0,0001*
Leucdcitos (103/mL) 8,052 + 2,616 6,283+1,152 < 0,0001**
Plaquetas (10%/uL) 222,3 + 68,7 232,61+55,11 = 0.104**
Colesterol total (mmol/l) 4.74 +1.39 4.48 +1.09 = 0,984**
HDLc (mmol/l) 1.07 +£0.25 1.42 £ 0.37 < 0,0001*
LDL ¢ (mmol/l) 2.82+1.12 2.85+0.95 = 0,937**
VLDL ¢ (mmol/l) 0.76 + 0.40 0.52 +0.32 < 0,0001**
Triglicérides (mmol/l) 211 +1.99 1.12 +0.59 < 0,0001**
Glicemia (mmol/l) 6.64 + 3.19 5.15 +0.57 < 0,0001*
ApoA1 (g/l) 1.33+0.26 1.45 +0.25 < 0,0001*
ApoB (g/!) 0.99 £ 0.32 0.86 + 0.22 = 0,683**

Nota: Valores sdo 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, [AM=infarto agudo do

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

Avaliou-se a frequéncia de positividade dos agentes infecciosos propostos
pela PCR em tempo real e a detecgao de anticorpos classes IgM e IgG anti-
Chlamydophila pneumoniae utilizando o DNA extraido 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 nao foi significante quando
comparadas com a frequencia no grupo controle, 5,0% (IAM) e 11,2% (GC), p=318.
Neste estudo, o género masculino ndo mostrou predisposicdo a ser infectado por
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae em nenhuma das condigdes
estudadas p=0,590 (IAM) e p=1,000 (GC). Da mesma forma a cor da pele nao
predispde a infeccao por estas bactérias (tabela 10). Em adicao, outros fatores de
riscos para infarto agudo do miocardio, tais como, Hipertensdo, habitos de fumar e
diabetes nao estao relacionados com infeccao por Chlamydophila pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae.

A prevaléncia de titulos positivos da classe de anticorpos IgG anti-
Chlamydophila pneumoniae,na diluicao 1:16 foi similar quando comparados os grupos
IAM (86,4%) com controles (36,5%), p=1,000. Apos a detecgao da mesma classe de
anticorpos na diluicdo 1:512, a porcentagem de positividade no grupo |AM foi 7,1% e

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

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

Tabela 10 — Distribuicao da freqiiéncia de positividade de Chlamydophila pneumoniae (Cp) e

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

controle.
Cp (%) Mp (%)
Condicao Sim Nao Sim Nao
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 sfo apresentados como ndmero de individuos e entre parénteses a frequencia absoluta.
Teste de distribuicdo qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

IAM-=infarto agudo do miocardio, GC=controle.
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Tabela 11 - Caracteristicas clinicas com base na positividade de Chlamydophila
pneumoniae nos em pacientes |1AM e individuos controles.
Cp+ IAM (18) GC (10)
Género (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
Hipertensao
Sim (62);(24) 19.3%(12) 12.5%(3)
Nao (38);(96) 15.8%(6) 7.3%(7)
p=0.791 p=0.416
Habito de fumar
Sim (75);(40) 17.3% (13) 7.5% (3)
Nao (25);(80) 20.0% (5) 8.7% (7)
p=0.768 p=1.000
Diabetes
Sim (20);(6) 20.0% (4) 0.0% (0)
Nao (80);(114) 15.0% (12) 100.0% (10)
p=0.733 p=1.000

Nota: Valores sdo apresentados como nimero de individuos e entre parénteses a frequencia absoluta.
Teste de distribuicdo qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

[AM-=infarto agudo do miocardio, GC=controle.
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Tabela 12 — Distribuicdo da frequéncia de positividade de Chlamydophila pneumoniae

(CP) detectada por imunofluoréscencia indireta (IFl) nos grupos |AM e controle.

CP IgG 1:16 CP IgG 1:512 CP IgM 1:16
Condigao + - + - + -
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=1,000 p=719* p=1,000*

Nota: Valores sdo apresentados como nimero de individuos e entre parénteses a frequéncia absoluta.
Teste de distribuigdo qui-quadrado, Cp=Chlamydoplila pneumoniae, Mp=Mycoplasma pneumoniae,

IAM=infarto agudo do miocardio, GC=controle.

6.4. Associacao entre expressao génica e infarto agudo do miocardio.
Observou-se uma menor expressao do gene TLR4 (p=0,003) no grupo IAM em
comparacgao ao grupo controle. Por outro lado, a expressao dos genes IL-6 (p=0,068),
TLR2 (p=0,637) e TNF-a (0,216) nao tiveram uma diferenca significante quando
comparado o grupo IAM com o grupo Controle, porém houve, em média, uma maior

expressao no grupo 1AM do que no grupo controle (Tabela 12).

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

periférico de individuos 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+0,0314 0,0257+0,0084 0,068
TLR2 0,349+0,242 0,315+0,254 0,637

TNF-a 0,261+0,415 0,197+0,223 0,350
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Nota: Valores da expressdo génica sio apresentados como media + DP dos dados de 22-ACt. Teste U de
Wilcoxon-Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a associagdo entre os grupos. Em asteristico, os
resultados estatisticamente significantes. JAM=Infarto agudo do miocardio, GC=Controle, TLR=Toll

Like Receptors, [L-6=Interleucina 6, TNF-o=Tumor Necrose factor-o.

6.5. Associacao entre positividade dos agentes infecciosos, imunoglobulinas e
expressao génica

De acordo com a comparacgao entre as médias dos valores de expressao génica
normalizados, nao se pode observar nenhuma associagcao entre positividade para DNA
de Cp e expressao 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 associagao foi
observada no grupo controle. Individuos positivos para DNA Mp nao foi associados
com diferentes valores de expressao génica, tanto no grupo IAM (Figura 14) quanto no
grupo controle. Por outro lado, pacientes positivos para titulos IgG 1:16 anti-
Chlamydophila pneumoniae tiveram valores médios menores (0,000878+0,00098) de
expressao do gene TLR4 que pacientes negativos (0,00125+0,00104), p=0,032. No
entanto, nenhuma diferenca significante foi observada quando valores de expresséo
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 titulos de IgG anti-
Chlamydophila pneumoniae detectados na diluicao 1:512 tiveram valores médios
menores (0,00269+0,00428) de expressao do gene IL-6 que pacientes negativos para
esta classe de anticorpos (0,00551+0,00343), p=0,005. Em adicado, pacientes IgG anti-
Chlamydophila pneumoniae positivos tiveram valores meédios menores (0,0463+0,0886)

de expressdao do gene TNF-a que pacientes negativos (0,248+0,306), p=0,014. Por
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outro lado, nenhuma diferenca significante foi observada quando comparados valores

médios dos genes TLR2 e TLR4 (Figura 16).

Tabela 13 — Associacdo entre positividade para DNA de Cp e a expressao de mRNA

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

grupo IAM.
Grupos
Gene CP+ CP- p
TLR4 0,000862+0,000209 0,00106+0,000115 0,343
IL-6 0,0164+0,00827 0,0592+0,0406 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 sdo apresentados como media + DP dos dados de 2A-ACt. Teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney foi utilizado para avaliar a associacio entre os grupos. Em asteristico, os resultados
estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocardio, TLR=Toll Like Receptors, IL-

6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a, CP+=Chlamydophila pneumoniae.

Tabela 14 — Associagao entre positividade para DNA de Mp e a expressao de mRNA

dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células do sangue periférico de individuos 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 sdo apresentados como media + DP dos dados de 2A-ACt. Teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney foi utilizado para avaliar a associacio entre os grupos. Em asteristico, os resultados
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estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocardio, TLR=Toll Like Receptors, IL-

6=Interleucina 6, TNF-a=Tumor Necrose factor-a, MP+=Mycoplasma pneumoniae.

Tabela 15 — Associacao entre positividade para 1gG na diluicao1:16 anti-Chlamydophila
pneumoniae e a expressao de mRNA dos genes TLR4, IL6, TLR2 e TNF-a em células

do sangue periférico de individuos do grupo |AM.

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 sdo apresentados como media + DP dos dados de 2*-ACt. Teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney foi utilizado para avaliar a associagcdo entre os grupos. Em asteristico, os resultados
estatisticamente significantes. [AM=Infarto agudo do miocadrdio, TLR=Toll Like Receptors, IL-
6=Interleucina 6,  TNF-o=Tumor Necrose factor-a, CP=Chlamydophila  preumoniae,
IgG=imunoglobulina G.

Tabela 16 - Associagao entre positividade para 1gG na diluigao1:512 anti-
Chlamydophila pneumoniae e a expressao de mRNA dos genes TLR4, IL6, TLR2 e

TNF-a em células do sangue periférico de individuos do grupo |IAM.

Grupos
Gene CP 1gG (1:512) + CP IgG (1:512) - p
TLR4 0,000753+0,000365 0,00104+0,000106 0,371
IL-6 0,00269+0,00162 0,0551+0,0358 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 sdo apresentados como media + DP dos dados de 2A-ACt. Teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney foi utilizado para avaliar a associacdio entre os grupos. Em asteristico, os resultados

estatisticamente significantes. IAM=Infarto agudo do miocirdio, TLR=Toll Like Receptors, IL-
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6=Interleucina 6, INF-o=Tumor  Necrose factor-a, @ CP=Chlamydophila  pneumoniae,

IgG=imunoglobulina G.

6.6 — Associagdo entre posftividade dos agentes infecciosos e os marcadores
inflamatorios

No grupo IAM, pacientes positivos para Chlamydophila pneumoniae tiveram
maiores concentragdes de fibrinogénio (541,778+161,535mg/dL) do que pacientes
negativos para este agente infeccioso (450,5+196,793mg/dL), p=0.043 (Figura 21). Nao
obstante, nenhuma associagao foi encontrada, no grupo |IAM, em relagéo positividade
de Chlamydophila pneumoniae e concentragbes de IL-6 séricas (p=0,591), nimero de
leucécitos (p=0.706), e concentracao de PCRus (p=0.684) (Figura 14). N&o se
observou nenhuma associacao entre positividade para Mycoplasma pneumoniae e 0s

marcadores inflamatorios estudados.
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Figura 14 — Associagao entre positividade para Chlamydophila pneumoniae (Cp) e
concentragoes séricas de PCRus, IL-6, fibrinogénio e numeros de leucdcitos em
individuos do grupo IAM.
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6.7 Associacao entre frequencia genotipica dos polimorfismos e IAM

As frequéncias dos gendtipos dos polimorfismos -308G>A TNF-a, -260C>T
CD14, Asp299Gli TLR4, Thr399lle TLR4 e Arg753GIn TLR2 nos grupos |IAM e GC
estdo expressas na tabela 17. Esses genes polimérficos nao mostraram uma
associacgao direta com o infarto agudo de miocardio. Os resultados mostraram validade
amostral, pois todos estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (tabela 18).

O polimorfismo -308G>A do gene TNF-a no grupo IAM apresentou distribuicao
de 81,60% portadores do gendtipo GG e 18,40% GA, enquanto que no grupo Controle
83,61% apresentou gendtipo GG, 13,10% GA e 3,30% AA, sem diferenca significante
entre os grupos estudados, p=0,832.

O polimorfismo -260C>T CD14 teve a seguinte distribuicdo genotipica no grupo
IAM: 38,80% possuiram o genotipo CC, 48,00% o gendtipo CT e 13,3% com o gendtipo
TT e no grupo Controle: 42,6% tiveram o gendtipo CC, 49,20% o gendtipo CT e 8,2%
com o gendtipo TT. No entanto, utilizando o teste qui-quadrado para analise de
proporgdes e também nao mostrou uma diferenca significante, entre os grupos
estudados, p=0,605. Da mesma forma, a distribuicdo da frequencia do polimorfismo
Asp299Gli (A+896G) TLR4 entre os grupos estudados ndo foi estatisfticamente
significante, p=0,556. Em adic¢ao, as distribuicbes genotipicas observadas no grupo
|IAM foi: 90,80% dos pacientes com o gendtipo Asp/Asp e 9,20% carreavam o gendtipo
Asp/Gli e no grupo Controle: 93,40% carreavam genotipo Asp/Asp e 9,20% o gendtipo
Asp/Gli ou Gli/Gli. As distribuicdes genotipicas observadas no grupo IAM para o

polimorfismo Thr399lle TLR4 foi: 92,90% dos pacientes com o gendtipo Thr/Thr e
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7,10% carreavam o gendtipo Thr/lle ou lie/lle e no grupo Controle: 90,20% portavam o
genétipo Thr/Thr e 9,80% com o gendtipo Thr/lle ou lle/lle, essa distribuicdo entre os
grupos estudados nao foi estatisticamente significante, p=0,546.

Para o polimorfismo Arg753Gin TLR2 as distribui¢des genotipicas observadas
no grupo IAM foram: 99,0% com o gendtipo Arg/Arg e 1,0% carreavam o gendtipo
Arg/Gin e no grupo Controle: 98,4% portavam o genétipo Arg/Arg e 1,60% com o
gendtipo Arg/GIn. A andlise estatistica da distribuicdo, nao mostrou diferenca
significante entre os grupos estudados, p=1,000.

A associacao entre a frequencia genotipica dos polimorfismos e os parametros
soécio-demograficos esta apresentada a seguir: Ao analisar todas as comparacoes de
proporgdes entre os grupos para o polimorfismo -308G>A TNF-a, apenas houve
associagao entre os individuos portadores do gendtipo -808GA TNF-a com habito de
fumar, uma maior freqiéncia (24%) de pacientes do grupo IAM que possuiam este
habito eram portadores do gendtipo GA do que no grupo controle (12%), p=0,003.
Para o polimorfismo -260C>T CD1714 houve diferenca significante (p=0,004) entre o
numero de individuos do grupo IAM (12) com sobrepeso (acima de 25 kg/m2), quando
comparado ao grupo Controle (3), para os portadores do gendtipo T/T.

Para o Polimorfismo Thr399lle do TLR4 houve uma associagao entre portadores
do gendtipo Thr/Thr e sobrepeso (IMC maior ou igual a 25 kg/m?), com uma maior
quantidade de pacientes do grupo IAM (64) com o gendtipo Thr/Thr do que no grupo

controle (32), p<0,0001.
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Tabela 17 - Distribuicdo da freqiéncia genotipica dos SNPs -260C>T CD14,

Asp299Gili, Thr399lle TLR4 e -308G>A TNF-a nos grupos |IAM e controle.

Polimorfismo

IAM
(100)

Controle
(120)

TNF-a -308G>A
Gendtipo GG
GA+AA
Alelo A
CD14 -260C>T
Gendtipo CC
CT
TT
Alelo T
TLR4 Asp299Gii
Genotipo Asp/Asp
Asp/Gli+Gli/Gli
Alelo Gli
TLR4 Thr399lli
Gendtipo Thr/Thr
Thr/lle+lle/lte
Alelo lle
TLRZ Arg753Gin
Gendtipo Arg/Arg

Arg/GIn+GIn/GIn

Alelo Gin

81.6 % (80)
18.4% (18)
11.0 %

38.8%(38)

48.0%(47)

13.3%(13)
37.2 %

90.8%(89)
9.2%(9)
4.6 %

92.9% (91)
7.1% (7)
3.6 %

99.0% (97)
1.0% (1)
0.5 %

83.6% (100)
16.4% (20)
8.3 %

42.6%(51)
49.2%(59)
8.2%(10)
32.9 %

93.4%(114)
6.6%(8)
3.3%

90.2% (108)
9.8% (12)
5.0 %

98.4% (118)
1.6% (2)
0.8 %

x?=0.108. df=1
p=0.742
p=0.364

X2=1.443. df=2
p=0.486
p=0.364

x2=0.525. df=1
p=0.468
p=0.620

x=0.553. df=1
p=0.477
p=0.492

X2=0.166. df=1
p=0.683
p=1.000

Nota: Valores sdo apresentados como nuimero de individuos e entre parénteses a frequencia

absoluta. Teste de distribui¢do qui-quadrado. |IAM=infarto agudo do miocardio.
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Tabela 18 — Equilibrio de Hardy-weinberg para os polimorfismos estudados.

Grupos
IAM Controle
-308G>A TNF-a p>0,05 p>0,05
-260C>T CD14 p>0,05 p>0,05
Asp299Gili (A896G) p>0,05 p>0,05
Thr399lle (C1197T) p>0,05 p>0,05
Arg753Gin (G2258A) p>0,05 p>0,05

6.8. Associacao entre os polimorfismos -308G>A do gene da TNF-a, -260C>T do
gene CD14, Asp299Gli e Thr399lle do gene TLR4 e Arg753GIn do gene TLR2 e
positividade para agentes infecciosos

Nao houve diferenga estatistica na analise entre a associcao da presenca da
agente infeccioso com os varios gendtipos dos diferentes genes estudados.

No grupo IAM, houve associagao entre o genotipo -260CT+TT CD14 com
titulos 1gG anti-Cp detectados na diluigéd 1:16 (p=0,042). Os outros polimorfismos nao
foram associados com pacientes infartados com titulos positivos para IgG na diluicao
1:16.

Pacientes portadores do gendtipo -308GA/AA TNF-a tiveram uma maior
propor¢cao de soropositivos para titulos de IgG na diluigdo 1:512 do que pacientes
infartados portadores do gendtipo -308GG TNF-a (p=0,0058). No grupo IAM, individuos

com titulos positivos para IgG na diluigdo 1:512 nao foram associados com gendtipos
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dos polimorfismos estudados: -260C>T CD14, Asp299Gli TLR4, Thr399lle TLR4 e

Arg753GIn TLRZ.

6.9. - Associagao entre os polimorfismos -308G>A TNF-a, -260C>T CD14,
Asp299Gli TLR4, Thr399lle TLR4 e Arg753GIn TLR2 e expressao dos genes TLR4,
IL-6, TLR2 e TNF-a.

Nenhuma associacao foi observada entre os polimorfismos estudados e a
expressao génica em nenhum dos grupos estudados. A saber, no grupo IAM,
portadores do gendétipo CC para o polimorfismo -260C>T CD14 teve valores médios
menores de expressao do gene IL-6 (0,0158+0,034) do que os portadores do genotipo
CT+TT (0,0244+0,0421), porém esta diferenca nao foi estatisticamente significante

p=0,201 (Tabela 19).

Tabela 19 — Associacao entre o polimorfismo -260C>T CD14 e a expressdao de mRNA

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

grupo 1AM.
Gendtipos -260C>T CD14
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 sdo apresentados como media + DP dos dados de 2A-ACt. Teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney.
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7. DISCUSSAO

A escolha de pacientes e individuos controles foi um dos parametros mais
complicados neste estudo, pois geralmente em nosso estudo os pacientes que tiveram
infarto agudo do miocardio possuiam os fatores biodemograficos e de riscos cléssicos
que estao associados com a fisiopatogenia desta doenga, como, por exemplo, ser do
género masculino, ser diabético e estes estao mais freqlientes no grupo caso em
relacao ao controle, mesmo com nossa preocupacao em igualar a frequencia destes
entre os dois grupos estudados. A alta freqiéncia destes fatores de riscos é também
encontrada em diversos estudos sobre IAM (Nishiyama et al.,, 2010; Merry et al,,
2011).

A maior proporgao do sexo masculino no grupo [AM pode ser justificada pela
protecao estrogénica em mulheres verificada antes do climatério (Sasaki et al., 2006;
Piro et al., 2010).

A caracterizacao da cor da pele foi realizada de acordo com um questionario
em que o proprio individuo se auto-caracterizava e a maior prevaléncia de brancos em
nossa casuistica € um dado comum a literatura (Hilden et al., 2010), apesar da grande
miscigenacao racial existente em nosso pais (Strunz et al., 2011).

Segundo Elkind et al. e Tolstrup et al., o consumo leve a moderado de bebidas
alcodlicas, isto €, uma a duas doses por dia, associa-se a diminui¢ao da razao de risco
para a incidéncia de Doenca Arterial Coronaria e Acidente Vascular Cerebral, em
comparacgao seja com a abstinéncia total de alcool, seja com seu consumo excessivo.

A explicacao para esta a associagao entre consumo moderado de alcool e diminui¢ao
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de risco para infarto agudo do miocardio seria por que o alcool em determinadas
concentragdes inibiria a agregacao plaquetaria, reduzindo o fibrinogénio que é
trombosante, aumentando a capacidade antioxidante, sobretudo os compostos
fendlicos e os flavondides do vinho e melhorado a fibrindlise, isto é, aumenta o t-PA e
reduz o PAI-1. Em nosso estudo, observou-se que pacientes e individuos controles que
consumiam moderadamente alcool possuiram, em média, concentragdes de
fibrinogénio menores que individuos que ndo consumiam éalcool 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 alcool é
considerado fator de risco para o desenvolvimento de infarto agudo, principaimente
pela sua associagao com aumento da presséao arterial sistémica (Lucas et al., 2005;
Kahkonen et al., 2010). Pacientes que consumiam excessivamente alcool foram mais
freqientes em individuos que tiveram infarto do miocardio em comparacdo aos
controles, este resultado corrobora com a importancia do consumo moderado de élcool

para prevencao do desenvolvimento desta doenc¢a (Kahkonen et al., 2010).

Estimam que o risco de um paciente diabético em desenvolver a doenca
coronariana é duas a trés vezes maior do que um individuo nao-diabético (Heidemann
et al., 2009; Kerimova et al., 2010) e que apesar de ter sido descrita redugcao da
mortalidade geral em eventos agudos coronarianos, estes indices de mortalidade
referentes ao diabetes estao se elevando (Kerimova et al., 2010). Confirmando esses
achados, observa-se no presente estudo um expressivo aumento da prevaléncia de
diabetes entre os pacientes com |AM ao analisarmos as glicemias realizadas no

periodo de internacdo. A razao pela qual a diabetes influencia na fisiopatologia da
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aterosclerose esta no risco de pacientes com diabetes tipo Il desenvolverem resisténcia
a insulina, de modo que o péancreas continua produzindo esse hormoénio critico em
abundancia na tentativa de vencer a resisténcia a insulina. Existem algumas evidéncias
cientificas de que os altos niveis de insulina no sangue provocam mudancas
prejudiciais na parede dos vasos sanglineos que elevam o risco de aterosclerose
(Kerimova et al., 2010). Outros pesquisadores enfatizam que as concentragdes
elevadas de glicose no sangue resultam em uma reacao quimica entre a glicose e as
proteinas no corpo produzindo compostos chamados de produtos finais de glicosilacao
avancada. Estas proteinas glicosiladas facilitam a predisposi¢cao de doengas (Goyal et
al., 2009; Sanjuan et al., 2011).

O tabagismo é um dos principais fatores de riscos para infarto agudo do
miocardio. Isto se deve ao fato que algumas substancias presentes em cigarros caem
na circulacao, desencadeando uma disfun¢gao endotelial que esta & considerada o
inicio do desenvolvimento do processo da aterosclerose coronariana (Lightwood and
Glantz, 2009; Villalbi et al., 2009). Observa-se no presente estudo uma maior
frequiéncia de pacientes com habito de fumar em individuos do grupo IAM.

Foi observada uma maior frequéncia de pacientes hipertensos no grupo IAM
em relacao ao grupo controle. Isto deve ser explicado pelo importante papel
desempenhado pela hipertensdo arterial no desenvolvimento da aterogénese, que
ocorre por meio da inducao de modificagdes estruturais e funcionais da parede arterial,
e também por alteragbes na fungao plaquetaria. Além disso, sendo a hipertensao
arterial uma causa importante de lesdo endotelial, favorece a penetragcao de

lipoproteinas na parede do vaso (Nilsson et al., 2009). Kang et al., 2009 relataram a
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importancia da hipertensao no aumento dos indices de mortalidade em pacientes que
tiveram infarto do miccardio, enfatizando que hipertensdo é um fator de risco
importante em todos os estagios de desenvolvimento da ateroscelrose (Kang et al.,

2009).

7.1 Valores bioquimicos e hematoldgicos

De acordo com o perfil inflamatorio foi observado que o grupo IAM
apresentou concentragcdes mais elevados de IL-6, PCRus e fibrinogénio que o grupo
controle. Essas concentracdes mais elevadas caracterizam um perfil inflamatério mais
acentuado, o que vem de acordo com a teoria de que o infarto agudo do miocardio &
uma doenga inflamatoria (Libby et al., 2010; Hwang et al., 2011).

A producao hepatica da PCRus € fundamentalmente modulada pela IL-6,
embora a IL-1 e o fator de necrose tumoral alfa também participem desta modula¢ao
(Nordestgaard and Zacho, 2009). Assim, pode-se justificar a correlagao positiva
encontrada em nosso estudo entre concentragdes de PCRUS e concentragbes de IL-6.
Estudos clinicos tém demonstrado que marcadores de inflamacao sistémica sao fortes
preditores de eventos clinicos na doenga arterial coronariana (de Winter et al., 1999;
Kablak-Ziembicka et al., 2010). Nos pacientes com infarto agudo do miocardio,
concentragoes mais elevadas de PCRus correlacionaram-se com maior extensao da
area de necrose miocardica (Pietila et al., 1993). A PCRus pode refletir a atividade de
citocinas pro-inflamatorias circulantes (Kettunen et al., 2011).

O fibrinogénio, além de ser fator de risco para doenga coronaria, esta

associado com os tradicionais fatores de risco cardiovascular, sugerindo que o
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aumento do mesmo pode ser 0 mecanismo pelo quais tais fatores exercam seu papel
(Tosetto et al., 2011). A importancia desta glicoproteina como marcador de inflamacao
sistémica pode explicar a associacdo encontrada no presente estudo entre
concentracoes elevadas de fibrinogénio e positividade para DNA Chlamydophila
pneumoniae nos pacientes infartados. Lowe et al., em 1991, também relataram que o
aumento dos niveis plasmaticos de fibrinogénio esta associado a doencga coronariana
(Lowe et al., 1991).

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados, presente
no sangue e a plaquetogénese ocorre na medula éssea. A sua principal funcdo é a
formacao de coagulos, participando do processo de coagulacao sanguinea. O numero
de plaquetas aumentado exerce um papel importante na patogénese das sindromes
coronarianas agudas. A ruptura da placa aterosclerdtica com exposicdo de
componentes trombogénicos facilita a ativacao e o consequiente depésito de plaquetas
no local, atuando como elemento fundamental na formagdo do trombo arterial
responsavel pela oclusao parcial ou total da coronaria relacionada ao evento (Ishii and
Yoshida, 2011). O conhecimento de sua fisiologia, que permitiu a identificagédo dos
diversos mecanismos de ativacdo, adesao e agregagao plaquetarias, como o0s
induzidos por difosfato de adenosina, e ativacao das integralinas, como glicoproteinas
lIb/llla, foi e tem sido determinante na geragao de novos farmacos para o tratamento
das sindromes coronarias agudas (Aukrust et al., 2010). As plaquetas sao ativadas
precocemente no curso da terapia fibrinolitica e a expressdao dos receptores de
glicoproteina llb/llla, das moléculas de adesao endotélio/plaquetas, e de liberagao de

inibidor do plasminogénio tecidual fica aumentada nas primeiras 24h (Lindemann et al.,
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2007). O trombo, rico em plaquetas, € mais resistente a lise pelos fibrinoliticos, em
relagdo aos trombos de hemacias e fibrina. Assim como esperado, neste presente
estudo foram encontradas quantidades mais elevadas de plaguetas em pacientes do
grupo IAM em comparagao ao grupo controle. Estes resultados enfatizam que os
pacientes do grupo IAM estivessem sob risco trombdtico aumentado, pois
apresentavam aumento das concentragcdes plasmaticas de fibrinogénio e plaquetas
favorecendo a ocorréncia de trombose e/ou vasoespasmo coronario. Qutros estudos
também enfatizaram esta associagao (Yilmaz et al., 2007; Ashavaid et al., 2010).

Assim como em nosso trabalho, outras pesquisas associaram o aumento no
numero de células do sangue periférico envolvidas na inflamacao, como leucdcitos,
linfocitos e mondcitos com individuos que tiveram infarto agudo do miocardio (Akatsu et
al., 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 al., 2003). Os
leucocitos podem ser ativados por leséo tecidual, pela presenca de LDL-c oxidado, ou
pela presenca de agente infeccioso na parede vascular (Sakurai-Komada et al., 2010).
Uma vez ativados, iniciam a produgao de diferentes citocinas. Especialmente, a
interleucina-6 estimula os hepatécitos a produzir RNAm para producgao de proteinas de
fase aguda (fibrinogénio, PCRUS, amildide sérico A). Possivelmente, o aumento do
nuamero de leucécitos durante o infarto agudo do miocéardio pode ser explicado pela
capacidade destas citocinas e proteinas de fase aguda de ativar a diferenciacao celular
na medula 6ssea das células precursoras em leucocitos (Boudijeltia et al., 2008).

Na fisiopatologia da formacgao das placas de ateroma, uma das substéncias

fundamentais para o seu desenvolvimento é a presenca de colesterol, principalmente
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do LDL-c e, como esperado, este presente estudo relacionou concentragdes elevadas
de LDL-c e infarto agudo do miocardio Alguns estudos mostraram que a maioria dos
pacientes com IAM apresentava LDL-c alto, correlacionando os valores com a
gravidade da aterosclerose (Shekelle et al., 1981; Barter et al., 2007; Gomez et al.,
2009). A ocorréncia, neste presente estudo, de concentragoes elevadas de triglicérides
em individuos que tiveram infarto agudo esta de acordo com varios trabalhos da
literatura. E possivel que a hipertrigliceridemia tenha papel importante na génese do
IAM (Langsted et al., 2010). Triglicérides podem atuar diretamente na parede arterial,
propiciando a formacao de lesdes aterosclerdticas e influenciando o metabolismo e a
composicdo das VLDL (LDL densas e pequenas) que estdao freqlientemente
associadas a hipertrigliceridemia (Aidyraliev et al., 2010).

Valores baixos de HDL-c constituem fator de risco preponderante no IAM,
principalmente quando associados a hipertrigliceridemia (Barter et al., 2007). Valores
elevados de glicose foram encontrados em nosso estudo contribuindo ainda mais para
confirmar a importancia da diabetes como fator de risco para o desenvolvimento do

infarto (Sanjuan et al., 2011).

7.2 — Associacao entre agentes infecciosos e infarto agudo do miocardio

Desde os primeiros relatos sobre lesOes aterosclerdticas e, principalmente,
nos ultimos trinta anos, avangos extraordinarios foram obtidos referentes aos
mecanismos celulares e moleculares da aterogénese. Esses avancos desenvolvem-se
em paralelo ao crescimento da compreensdo da Biologia Vascular, homeostase e

metabolismo lipidico (Higuchi et al., 2000; Sakurai-Komada et al., 2010). A interagao
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inflamacéao-infeccao na aterogénese, também, é de fundamental importancia para os
avangos neste processo, o qual é complexo e multifatorial. Infec¢des bacterianas, tais
como: C. pneumoniae, M. pneumoniae, podem desencadear a secrecao de citocinas
inflamatdrias, conduzindo a aterogénese. Para o desenvolvimento da aterosclerose é
fundamental que exista a formacdao de um processo inflamatério crénico que é similar
ao processo desenvolvido durante uma infecgao croénica. Fabricant e cols (Fabricant et
al., 1978) foram os primeiros pesquisadores que experimentalmente induziram a
aterosclerose em galinhas pela inoculagédo do virus da doenca de Marek. Desde entao,
ambos, os virus e as bactérias tém sido implicados na aterosclerose. Entretanto,
nenhum microorganismo tem atraido grandes atencdes, exceto C. pneumoniae e M.
pneumoniae. Em adicao, 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 as placas ateroscleréticas através das células
do sangue periférico infectadas ou se placas infectadas liberarem estas células cheias
de C. pneumoniae e M. pneumoniae na circulagdo. Pesquisas em modelos
experimentais de infeccao por C. pneumoniae sugerem a passagem da C. pneumonia
do pulmao a células vasculares através de células mononucleares de sangue periférico
(Belland et al., 2004; Campbell and Kuo, 2004; Gieffers et al.,, 2004). Além de
mondocitos, neutrdfilos circulantes também podem conter C. pneumoniae (Berger et al.,
2000), independentemente da associagao com a aterosclerose. Isso pode explicar a
positividade, encontrada no presente estudo, de C. pneumonia e M. pneumoniae em
células do sangue periférico de individuos pertencentes ao grupo controle. A detecgao

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 infiltracdo leucocitaria e com isso
contribuindo para aumentar a inflamacgao local na camada intima da artéria e este
processo sendo de extrema importancia para o aparecimento da manifestacdo clinica

do infarto.

7.2.1 Chlamydophila pneumoniae

A Chlamydophila pneumoniae é uma bactéria gram-negativa e parasita
intracelular obrigatdria. Esta bactéria € responsavel 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 resisténcia a antibidtico, mas viavel (Gieffers et al., 2001;
Hogan et al., 2004). Isto pode explicar os resultados negativos de estudos com uso de
antibidticos como prevengao secundaria contra doencas da artéria coronaria (Watson
and Alp, 2008) por que o tratamento com antibiético ndo garante a completa eliminacao
da bactéria do organismo, por isso esta bactéria pode estar contribuindo de forma
cronica para a aterogénese 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 ja explicado, os sinais e
sinftomas se confundem com o de viroses e ao invés de se usar o tratamento com
antibidtico 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; Blasi et al., 2009).

Nosso resultado que mostra positividade para C. pneumoniae em ambos 0s grupos
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estudados corrobora com essas hipéteses, pois nenhum de nossos pacientes e
individuos controles estava em tratamento com antibiéticos e nem relataram o
diagnéstico desta infec¢cao em periodos passados.

Entre os anos de 1992 e 2000, mais de quarenta estudos foram publicados
na deteccao de C. pneumoniae em tecidos vasculares. As técnicas mais usadas foram
a Imunohistoquimica e a PCR, mas também foi usada Microscopia Eletrénica, Cultura
de Células, Imunofluorescéncia e Hibridizacao in situ (Boman and Hammerschlag,
2002).

Kozarov et al. (2006) analisaram 129 placas de ateroma para pesquisa de
dez espécies de microorganismos, atraves 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 concluiram que a
quantidade de CP em proporcao ao DNA total foi minima.

Estudos analisaram aortas ascendentes de pacientes com doencas
coronarianas e revelaram positividade de 30% para CP, pela PCR em tempo real e
50% pela PCR nested (Nystrom-Rosander et al., 2006). Pesquisas em bidpsias de
artérias toracicas internas demonstraram positividade de 15,15% para CP, pela PCR
em tempo real (lriz et al.,, 2007). Outros estudos, em placas aterosclerdticas de
carotidas, detectaram positividade de 36,66% para CP e demonstraram que a
quantificagdo em células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) é melhor para
avaliar a infecgao clamidial (Sessa et al., 2007). Por outro lado, outras pesquisas nao
detectaram positividade de CP, em PBMC, de pacientes com cardtidas aterosclerdticas

ecolucentes ou ecogénicas (Halvorsen et al., 2007).
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Wang et al. (2007) analisaram 269 amostras sanguineas de portadores de
doencgas arterio-coronarianas (DAC) e concluiram que a presenca do DNA de CP,
circulante nos vasos, possui associagao com o avango da doenga, contribuindo com a
progressao da aterosclerose coronariana.

Existem varios trabalhos que pesquisaram CP em células do sangue
periférico de pacientes com doenca vascular aterosclerética (Rassu et al., 2001; Aso et
al., 2004; Watson and Alp, 2008; West et_ al.,, 2009), porém estes estudos
demonstraram uma positividade muito variada entre 0 a 100%. No entanto, a
justificativa para valores tao diferentes pode estar na definicao de resultados positivos,
na guantidade de replicatas realizadas, métodos de identificagao e controle de cada
laboratério (Boman and Hammerschlag, 2002). Em adi¢&o, alguns estudos relataram
uma influéncia sazonal nos indices 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 al., 2001; Smieja et al., 2001; Boman
and Hammerschlag, 2002). Poucos estudos tem se voltado para esta questao, mas
alguns estudos relataram que a pesquisa de DNA de Chlamydophila pneumoniae em
células do sangue periférico pode variar de acordo com o periodo do dia (Muller et al.,
2004). Outro fator importante que pode justificar resultados tao diferentes é a
inconsisténcia das reagbes da PCR como, por exemplo, diferentes genes alvos,
procedimento de amplificacdo e métodos de detecgdo. Esta inconsisténcia foi
destacada em uma comparagdo multicéntrica em que as amostras foram analisadas
em nove centros pela PCR e a positividade variou de 0 a 60% com nenhuma

concordancia entre os laboratorios para espécie individual (Apfalter et al., 2001).
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Um dos resultados mais interessantes deste estudo esta na associacao
entre positividade para DNA de Chlamydophila pneumcniae e concentragdes séricas
de fibrinogénio, pois este resultado sugere que esta bactéria pode estar relacionada ao
infarto agudo do miocardio pela ativagao de moléculas que podem aumentar a
producao de fibrinogénio e com isso contribuindo para o infarto agudo do miocardio.

Ensaio de imunofluorescéncia indireta foi utilizado para determinacao de
anticorpos anti-Clamydophila pneumoniae e nao foi encontrada nenhuma diferenca
significante na prevaléncia de titulos anti-IgG entre os grupos IAM e Controle. Este
resultado esta em contraste com publicagbes mais antigas que sugerem que anticorpos
sao encontrados mais frequentes em pacientes com doenca da artéria coronaria
(Hoshida et al., 2005), mas em concordancia com publicacdes mais recentes (Watson

and Alp, 2008; West et al., 2009).

7.2.2 Mycoplasma pneumoniae

Pickens e Catterall (1978) afirmam que a primeira associagao do M.
pneumoniae com doencas cardiovasculares foi descrita em 1944, por Finkelstein e
Klainer (Pickens and Catterall, 1978). Os primeiros pesquisadores relatam um caso de
um paciente com infecgdo provocada por MP apresentando complicagdes como
miocardite e coagulagao intravascular disseminada, esta uliima ja foi descrita
conjuntamente as infeccbes bacterianas e virais, porém sua ocorréncia em infecgdes
por MP é raro.

A andlise gendmica de M. pneumoniae revelou a existéncia de um grande

numero de genes de lipoproteinas comparados a outras bactérias. Contudo, o papel
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patogénico das lipoproteinas do MP ainda é desconhecido (Into et al., 2007).

Templeton et al. (2003) compararam o método soroldégico com a PCR em
tempo real (iCycler 1Q da BioRad), para pesquisa de M. pneumoniae em amostras de
pacientes com infeccao no trato respiratdrio. Concluiram que os métodos moleculares
sdo melhores no diagnostico desse agente infeccioso, oferecendo menor tempo no
diagnostico e de execugéo (Templeton et al., 2003).

Iriz et al. (2007) analisaram biopsias adrticas sem placas de ateroma visiveis
e bidpsias de artérias toracicas internas para pesquisas de DNA de MP, pela PCR em
tempo real, e nao detectaram positividade, apenas para pesquisa de CP (lriz et al.,,
2007).

Através da PCR convencional, empregando um conjunto de reagentes de
extragcao QlAamp DNA, em amostras arteriais de portadores de doencas cardiacas,
constatou-se positividade de 2,5% em amostras de coronarias e de 3% em amostras
de vélvulas cardiacas. Fizeram uma contraprova e nao havia inibidores de PCR nas
amostras de DNA, concluindo que o MP ndao é um importante fator para o
desenvolvimento de doencgas vasculares (Maraha et al., 2000).

O M. pneumoniae é um dos menores e mais simples procariotos, nao
possuindo membrana celular e com genoma bem reduzido (580~2.200 kb). O tamanho
e volume reduzido permitem atravessar filtros porosos de 0,45 pum de didmetro. Sua
massa celular ndo permite deteccao através do microscopio Optico e nao produz
turbidez em liquido (Waites and Talkington, 2004). Por conseguinte, esta bactéria seria
capaz de ser extraida pelos conjuntos de reagentes neste estudo.

A presenga de Mycoplasma pneumoniae ja foi encontrada presentes em
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placa de ateroma e até a sua co-infeccao com Chlamydophila pneumoniae
(Momiyama et al., 2004; Higuchi-Dos-Santos et al., 2005). Neste presente estudo, a
positividade para M. pneumoniae nao foi associada com o infarto agudo do miocardio,
porém, a existéncia de individuos positivos para M. pneumoniae nos grupos estudados
sugere que esta bactéria seja um patdogeno encontrado em baixas quantidades no
organismo sem que exista uma reagao do organismo para com este agente infeccioso,
pois muitas vezes seus sintomas sao confundidos com umasimples gripe ou o
tratamento com antibidtico nao garante a completa eliminacdo da bactéria do

organismo (Berger et al., 2000; Natori et al., 2010).

7.3 Associacao entre polimorfismos em genes inflamatorios e infarto agudo
do miocardio

A escolha dos polimorfismos -260C>T CD14, -308G>A TNF-a, Asp299Gli
TLR4, Thr399Thrlle TLR4, Arg753GIn TLRZ2 para o estudo ocorreu devido a
possibilidade de individuos portadores de determinados gendtipos possuirem células
que expressarao RNAm diferenciado ou proteinas com estrutras diferentes que grupo
de individuos portadores de um genétipo diferente e assim caracterizar determinados
grupos de pessoas que possuem prediposicdo ao surgimento de determinadas
doencgas, como neste trabalho, do infarto agudo do miocardio. O processo inflamatdrio
resultante da ativagcdo destes genes é fundamental para a manisfestagcdo do infarto
agudo do miocardio. Além disso, uma possivel associacéo destes polimorfismos com
susceptibilidade a infeccao ja foi publicada na literatura (Eng et al., 2003; Schroder and

Schumann, 2005; Yin et al., 2010; Dalgic et al., 2011).
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7.3.1 CD14

O polimorfismo -260C>T CD14 altera a regiao promotora do gene CD14 e
com isso, pode dificultar a expressao de RNAmM de CD14 devido a interagao entre
fatores de transcricao e gene estar dificultada ou até mesmo impedida e como
consequencia este polimorfismo ja foi associado com diversas doencgas inflamatérias

(Fallavena et al., 2009; Rizzello et al., 2010; Ertan et al., 2011).

A distribuicao genotipica observada do polimorfismo -260C>T CD174, no
grupo IAM e no grupo controle foi similar as observadas em alguns estudos (Arroyo-
Espliguero et al., 2005; Bernardo et al., 2006), mas diferente da encontrada por outros
estudos que também estudaram a associagao deste polimorfismo com a doencga da
artéria coronaria (Hubacek et al., 1999; Kondo et al., 2003; Kruger et al., 2005).
Hubacek et al., 1999, relacionaram o gendtipo TT com o infarto do miocardio (Hubacek
et al., 1999), no entanto, diversos trabalhos nao encontraram o mesmo resultado, pois
as distribuicdes dos gendtipos entre os grupos IAM e controle nao foram
estatisticamente significantes (Zee et al., 2001; Nauck et al., 2002; Arroyo-Espliguero et
al., 2004; Bernardo et al., 2006). Da mesma forma, este estudo nao observou diferenca
significante entre a frequencia do polimorfismo nos grupos estudados e com isso néo
se pode associar a alteracdo no gene CD14 com o infarto agudo do miocérdio, a
justificativa pode ser a diferenca dos individuos participantes desses diferentes estudos

em relagao principalmente a etnia.

Pacientes portadores do gendtipo com o alelo raro (CT ou TT) poderiam

estar associados com infeccado ou alteracdo dos marcadores inflamatérios 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 € que o gendtipo -260CT/TT nao esteve mais frequente 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 ndo predisporia determinado individuo a ter infeccdo por estes agentes
infecciosos, sendo que esta conclusao estaria de acordo com outros estudos

apresetados pela literatura (Ouburg et al., 2005; Kis et al., 2007).

73.2 TLRs

Os polimorfismos Asp299Gli, Thr398lle TLR4 e Arg753GIn TLR2 afetam a
codificacao dos aminoacidos referentes a sua proteina e esta possui um sitio ativo que
pode interagir de forma nao eficiente com seu ligante e com isso conduzir o individuo a
ter susceptibilidade a infecgao. Esta susceptibilidade pode predispor o individuo a
manifestar o infarto agudo do miocardio ou prevenir esta manifestacao por diminuicao
do processo inflamatério.

A distribuicao genotipica do polimorfismo Asp299Gli (A+896G) TLR4 (IAM:
93,1%; C: 98,2%) encontrada no presente estudo foi similar as observadas em suecos
(Edfeldt et al., 2004), alemaes (Nebel et al., 2007), norte americanos (Kolek et al.,
2004) e em franceses (Ameziane et al., 2003) e para o polimorfismo Thr399lle
(C1197T) TLR4 a distribuicao genotipica foi similar as observadas em norte americanos
(Kiechl et al., 2002), alemaes (KOCH et al., 2006) e em suecos (Edfeldt et al., 2004).
AMEZIANE et al, 2003, observou uma maior freqiéncia do gendtipo Asp/Gli do

polimorfismo Asp299Gli em controles (13,35%) em relagao 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 aue no grupo controle (2,2%), porém nao
significante esta diferenga, p=0.17. Embora alguns trabalhos possam ter encontrados

distribuicoes diferentes, a maioria foi similar a encontrada neste estudo.

De acordo com a frequencia do polimorfismo Arg753Gin (G2258A) TLR2, o
alelo raro A foi encontrado em apenas trés individuos incluidos neste estudo mostrando
uma baixa frequéncia 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 frequéncia do alelo raro, Hamann et al., 2005, relacionaram o polimorfismo
Arg753GIn com o risco de re-estenose da coronaria (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 -308G>A TNF-a altera a regiao promotora do TNF-a e com
isso, pode dificultar a expressao de RNAm devido a interagao entre fatores de
transcricao e a regiao promotora do gene estar dificultada ou até mesmo impedida de
acontecer e como consequencia este polimorfismo pode ser responsavel por uma
alteracao do processo inflamatdrio local, por isso, o polimorfismo -308G>A TNF-u foi
associado com diversas doencas inflamatdrias (Minhas et al., 2010; Xu et al., 2010;
Kong et al., 2011). Para se comprovar tal afirmacao é realizada uma comparacgao de

freqiiéncia dos gendtipos do polimorfismo -308G>A TNF-a e como essa freqiiéncia foi
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similar entre os grupos estudados pode-se sugerir, neste trabalho, que este
polimorfismo n&o influenciou o aparecimento do infarto agudo dc miocardio.
Curiosamente, existiu uma maior freqiéncia do alelo raro A no grupo controle.
Interessantemente, Shevchenko et al., 2010, sugeriu que portadores do alelo A eram
menos susceptivel a ter infarto agudo do miocardio (Shevchenko et al., 2010), assim
como Harcos et al., 2006, que sugeriram uma associagao entre portadores do alelo
raro para o polimorfismo -308G>A TNF-a e acidente vascular celebral (Harcos et al.,
2006). Por outro lado, Antonicelli et al., 2005 encontraram uma associagao entre
portadores do genotipo -308 GA+AA TNF-a e infarto agudo do miocardio (Antonicelli et
al., 2005). O que se pode justificar para a diferenga de resultados encontrada entre
nosso estudo e o desses outros autores € que a populagao participante deste estudo é

muito miscigenada, pois é uma populacdo bastante miscigenacao.

7.4 Associagao entre expressao génica da IL-6, TNFA, TLR2/TLR4 e Infarto Agudo
do Miocardio

A analise da expressao génica € um aspecto importante para a associagao
entre determinados marcadores protéicos e manifestagdes clinicas, pois o perfil de
expressao génica é resultado do estimulo atual recebido pela célula em determinadas
condicoes. Como por exemplo, se determinadas células forem infectadas por C.
pneumoniae ou M. pneumoniae, a interagao bactéria ou produtos gerado por elas com
seus receptores presentes nas células de defesa iriam desencadear uma cascata de
ativacao protéica resultando na transcricao de RNAm de genes inflamatérios (IL-6,

TNFA, TLR2/TLR4) e como consequéncia, a intensificagdo do processo inflamatério e
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possivel manifestagéao do infarto agudo do miocardio.

Neste estudo, houve uma associacdao entre menores expressoées do gene
TLR4 e a manifestacdo do infarto agudo do miocéardio. Este resultado estd em
contraste com publicagbes recentes que indicaram um significante aumento da
expressao dos genes TLR2 e TLR4 em células mononucleares do sangue periférico no
grupo formado por pacientes com doencga da artéria coronaria do que no grupo controle
(Fukushima et al., 2009). Outros estudos demonstraram a correlacdo positiva da
expressao do gene TLR4 com a proteina de membrana TLR4 em células
mononucleares do sangue periférico (Yang et al., 2008; Liu et al., 2009). Estes
resultados descritos acima nos induzem entender que uma diminui¢gao da expressao do
gene TLR4 encontrada em nosso estudo refletiria uma diminuicao da proteina TLRA4.
Porém, o que seria mais l6gica em relacao a fisiopatologia da aterosclerose era um
aumento desta proteina que com isso aumentaria a inflamac¢édo induzindo assim a
ruptura da placa e provocando o infarto agudo do miocardio. De certa forma existe uma
variavel que dificiimente podemos controlar e que poderia estar afetando este resultado
que é a automedicacao. De todos os pacientes deste estudo, foram coletadas amostras
de sangue periférico antes da medicagao fornecida pelo hospital, pois o uso de
algumas medicac¢Oes pode afetar a expressao do gene TLR4 e existe a possibilidade
de muitos pacientes que se automedicaram, como por exemplo, pacientes que usaram
acido acetil salicilico antes de chegar ao hospital terem sidos incluidos neste estudo,
logo uma possivel explicagdo para diminuicdo da expressdo de TLR4 pode ser a
automedicacao.

Com tudo isso que foi discutido anteriormente, um assunto deve ser
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discutido, pois a expressao dos genes IL-6, TLR2 e TNF-a estava ligeiramente
aumentada no grupo |IAM ccmparadas ao grupo controle. Entdo, se fatores que sao
dificilmente evitados em estudos com pacientes pode estar causando a diminuicao da
expressao do gene TLR4, consequentemente, os genes IL-6, TLR2 e TNF-a poderiam
estar relacionados com o infarto agudo do miocardio.

Mesmo que essa argumentagao baseada em hipotese seja vidvel, seria
importante saber se esta diminuicao na expressdo de TLR4 ou o aumento nao
significativo da expressao dos genes TLR2, IL-6 e TNF-a estaria relacionado com a
positividade para DNA de Chlamydophila pneumoniae e DNA de Mycoplasma
pneumonae. Portanto, nao se observou nenhuma associacdo entre positividade para
DNA de Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e a expressao dos
genes TLR4, IL-6, TLR2 e TNF-a. Este resultado sugere que a ativagao celular por
agentes infecciosos pode ocorrer localmente, provavelmente depois da ativacédo e
diferenciagdo do mondcito em macrofago ou apds a diferenciacao dos agentes

infecciosos do estado vegetativo para a forma ativa.
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8. CONCLUSOES

A presenca de infecgdo por C. pneumoniae ou M. pneumoniae nao foi
associado com o infarto agudo do miocardio, assim como nao foi associada com uma

susceptibilidade genética.

As frequencias genotipicas e alélicas dos polimorfismos Arg753GIn
(G+2258A) do gene TLR2, Asp299Gli (A+896G), Thr399lle (C+1197T) do gene TLR4, -
260C>T do gene CD14 e -308G>A TNF-a nao tiveram associagdo com a ocorréncia de

infarto agudo do miocardio.

A expressao de mRNA do TLR4 foi associado com o |IAM, mostrando a
importancia da sinalizacao inflamatdria para o aparecimento do IAM. Por outro lado, a
expressdo de mRNA do TLR-2 e das citocinas 1L-6 e TNF-a nao foi associado com o

IAM.
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