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Morphometrical quantification of Chlamydia pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae in human
atherosclerotic abdominal aortic aneurysms

Quantificação morfométrica de Chlamydia
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae em
aneurismas de aorta abdominal humana

Resumo
Objetivo: A inflamação aterosclerótica, com possível papel

de agentes infecciosos, pode contribuir na patogênese dos
aneurismas da aorta abdominal (AAA). O achado de
Chamydia pneumoniae (CP) nessas lesões, em estudos
prévios, sem quantificação, variou de 0-100%. O objetivo é
quantificar a presença de CP e de Mycoplasma pneumoniae
(MP) nos AAA.

Método: A espessura, o número de células positivas para
CP detectadas por imunoperoxidase e a porcentagem de área
ocupada por MP detectada por hibridização “in situ”, nas
três camadas da aorta, foram medidos com sistema de análise
de imagens, em 10 aortas abdominais aneurismáticas. Usou-
se três grupos-controle: 1) amostras das mesmas aortas, fora
do aneurisma, exceto se a dilatação tomasse toda a porção
sub-renal da artéria (n=7); 2) aortas com aterosclerose grave,
mas sem aneurismas (n=10); 3) aortas sem aterosclerose ou
com grau leve da doença (n=10). Todos os espécimes foram

obtidos em necropsias. Usou-se o teste de Wald para comparar
os grupos; fixou-se o nível de significância em 5%.

Resultados: A íntima era mais fina e a média mais espessa
nos casos normais que nos outros grupos (p<0,01). Células
positivas para CP foram encontradas em todos os grupos,
mais freqüentemente na adventícia, porém sem diferença
significativa entre eles (p>0,05). Também se detectou MP
em todos os grupos. Este agente predominou no grupo de
pacientes com aterosclerose, mas sem aneurisma na íntima
e na adventícia; entretanto, as diferenças entre os grupos
não foram significativas (p>0,05).

Conclusões: Nossos dados sugerem que os agentes
enfocados não têm papel importante na patogênese dos AAA.

Descritores: Aorta, patologia. Aneurisma da aorta
abdominal. Chlamydophila pneumoniae. Mycoplasma
pneumoniae. Aterosclerose. Autopsia.
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INTRODUÇÃO

Atenção crescente vem sendo dada, nas últimas
décadas, ao papel da inflamação na aterosclerose. O
processo inflamatório pode modular a ruptura da placa (e,
conseqüentemente, a trombose) e o remodelamento [1]. Nos
aneurismas de aorta abdominal (AAA), comumente
causados pela aterosclerose, a destruição de componentes
da matriz extracelular, em particular de tecido elástico, é
considerada mecanismo de extrema importância,
influenciando a perda da rigidez normal da parede e sua
dilatação. Essa destruição pode ser induzida por proteases
da matriz, incluindo-se a elastase [2]; células inflamatórias
são a principal fonte de tais enzimas. Variação individual na
resposta inflamatória poderia ser uma explicação para o
fato de que, ainda que a aterosclerose seja doença freqüente,
os aneurismas sejam complicação relativamente incomum -
apenas casos de aterosclerose com infiltrado inflamatório
proeminente apresentariam esse tipo de remodelamento
arterial.

Em paralelo à importância dada à inflamação, há diversos
estudos tentando revelar seus fatores causais, enfocando
essencialmente na pesquisa de agentes infecciosos que
possam estar envolvidos na aterosclerose. Entre outros
[3], a Chlamydia pneumoniae recebeu a atenção de diversos
autores que acreditam em um papel de agentes infecciosos
nessa doença, nas artérias coronárias inclusive. Neste
território arterial, estudos prévios de nosso laboratório
revelaram a presença não só desse tipo de bactéria, mas
também de Mycoplasma pneumoniae [4-7]. Tais estudos
encontraram Mycoplasma pneumoniae em quase todos os
ateromas, mas uma grande quantidade de ambas as bactérias
pareceu fundamental para o desenvolvimento de

instabilidade da placa. É sabido que a co-infecção de M.
pneumoniae com outra bactéria potencializa a virulência
de ambos os agentes infecciosos [8,9].

O fato de que o micoplasma requer colesterol para
sobreviver, pois sua membrana tem esse tipo de gordura
em sua constituição, propriedade única entre os
procariontes, está em acordo com os achados desses
microorganismos na aterosclerose. Foi também previamente
mostrado que as placas ateroscleróticas trombosadas estão
associadas a remodelamento positivo [10,11]. Os aneurismas
da aorta podem ser considerados um remodelamento
vascular positivo segmentar, e são acompanhados de
trombose em placas gordurosas ulceradas - em outras
palavras, processo com características semelhantes às
lesões coronárias vulneráveis.

A associação entre Chlamydia pneumoniae e
aneurismas abdominais aórticos foi investigada por diversos
autores, que demonstraram graus variáveis de correlação
que poderiam indicar eventual papel causal dessas
bactérias em tal doença [12-17]. No entanto, os estudos
morfológicos, sejam por microscopia eletrônica, por imuno-
histoquímica ou por hibridização in situ, apenas detectaram
o agente, sem quantificá-lo. Por outro lado, a presença de
Mycoplasma pneumoniae nessas lesões foi menos
investigada; dados obtidos por meio da técnica da reação
em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction, PCR),
não indicam a ligação dessa bactéria com a afecção aórtica
[16,18].

O objetivo do presente estudo é verificar se esses dois
agentes estão presentes nos AAA, usando outra
abordagem para a detecção de M. pneumoniae, e se sua
quantidade é maior em aneurismas em comparação com áreas
de aterosclerose sem tal complicação.

 

Abstract
Objective: Atherosclerotic inflammation, with a possible

role of infectious agents, could contribute to the pathogenesis
of abdominal aortic aneurysms (AAA). Finding of Chlamydia
pneumoniae  (CP) in these lesions in previous, non-
quantifying studies ranged from 0-100%. The objective is to
quantify the presence of CP and Mycoplasma pneumoniae
(MP) in AAA.

Methods: Thickness, number of cells positive for CP by
immunohistochemistry and percent area occupied by MP,
detected by “in situ” hybridization in the three layers of
the aorta, were measured in the three aortic layers using an
image-analysis system in 10 necropsy abdominal
aneurysmatic aortas. Three groups of controls were used:
1) samples of the same aortas, outside the aneurysms, except
if the dilatation took the whole sub-renal portion of the
artery (n=7); 2) aortas with severe atherosclerosis but
without aneurysms (n=10); 3) aortas with no or mild

atherosclerosis (n=10). All specimens were obtained at
necropsies. Wald’s test was used to compare groups;
significance level was established at 5%.

Results: The intima was thinner and the media thicker
in the normal cases than in the other groups (p<0.01). Positive
cells for CP were found in all groups, more frequently at the
adventitia; no significant difference was detected between
them (p>0.05). MP was also detect in all groups. This agent
predominated in the group of patients with atherosclerosis,
but no aneurysms at both intima and adventitia;
nevertheless, differences between the groups were not
significant (p>0.05).

Conclusions: our data suggest that the bacteria we focused
have not an important role in the pathogenesis of AAA.

Descriptors:  Aorta, pathology. Aortic aneurysm,
abdominal. Chlamydophila pneumoniae. Mycoplasma
pneumoniae. Atherosclerosis. Autopsy.
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MÉTODO

O presente estudo foi aprovado pela Comissão Científica
e de Ética do Instituto do Coração (InCor) do Hospital das
Clínicas da Universidade de São Paulo.

Pacientes
Cortes transversais de 10 aneurismas ateroscleróticos

de aorta abdominal situados entre a origem das artérias
renais e a bifurcação aórtica, selecionados ao acaso entre
as necropsias realizadas no Laboratório de Anatomia
Patológica do Instituto do Coração (InCor) do Hospital das
Clínicas da Universidade de São Paulo, em São Paulo, Brasil,
foram incluídos no estudo. Tais necropsias foram realizadas
sempre dentro de um período de, no máximo, 24 horas, na
maior parte das vezes igual ou inferior a 12 horas, após a
morte dos pacientes. Estes morreram em decorrência de
ruptura do aneurisma (dois casos) ou de doença isquêmica
do coração; em um paciente, esta era associada a doença
reumática e endocardite infecciosa. Só foram usadas artérias
de adultos. Casos em que a aorta abdominal tivesse qualquer
outro processo patológico, tal como dissecção, foram
excluídos.

Foram feitos três grupos-controle. O primeiro
corresponde às mesmas aortas abdominais dos casos, fora
do aneurisma, desde que a dilatação não tomasse toda a
porção sub-renal da artéria (denominamos esse grupo de
“atero-aneu”). Amostras de aortas abdominais de 10
pacientes com aterosclerose grave, porém sem aneurismas,
constituíram o segundo grupo-controle; um dos casos
apresentava dissecção da aorta ascendente, mas a
descendente (abdominal inclusive) estava livre de
comprometimento por esta doença. O terceiro grupo-
controle foi composto por amostras de 10 aortas abdominais
que eram normais ou tinham aterosclerose leve (tipos I a II
pela classificação da American Heart Association).

Método
Após fixação em formol, os fragmentos, com exceção

dos normais, foram descalcificados em solução aquosa de
100d de ácido trissódico e 250mL de ácido fórmico/L, durante
4 a 6 dias. Após isso, foram submetidos a processamento
histológico de rotina e embebidos em parafina. Cortes com
3 µm de espessura foram utilizados para coloração pela
hematoxilina e eosina (HE), pelo método de Verhoeff (sem
contracoloração para colágeno) para salientar as fibras
elásticas e assim delimitar as camadas vasculares, e para
reações de imunoperoxidase para detecção de Chlamydia
pneumoniae. Para revelação de Micoplasma pneumoniae,
reações de hibridização in situ foram efetuadas em cortes
com 5 µm de espessura.

As lâminas coradas pelo HE foram usadas para avaliação

geral das lesões e para escolher o corte e a área, com cerca
de 1 cm, na qual o vaso estivesse mais preservado e
pudesse ser melhor analisado; as reações para C.
pneumoniae e M. pneumoniae foram preparadas nessas
regiões.

Determinação da espessura das túnicas íntima e média
- Essas medidas foram feitas nas lâminas coradas pelo
método de Verhoeff, com utilização de programa
computadorizado de análise de imagens (Quantimet 500)
acoplado a microscópio usando a objetiva de 10x. Essa
espessura foi medida no meio e nas bordas dos cortes; a
medida considerada para cada vaso foi a média desses três
valores. Em alguns casos, considerou-se que havia placas
ateroscleróticas que mudavam substancialmente essa média
e que não haviam sido incluídas nas três medidas acima.
Nesses casos, a espessura dessa área foi também
computada como quarta medida.

Quantificação das fibras elásticas- Nas mesmas lâminas
coradas pelo Verhoeff, e com o mesmo sistema óptico usado
para a determinação da espessura das camadas, foi medida,
tanto na média quanto na adventícia, e em toda a extensão
do corte, a porcentagem de área positiva para fibras
elásticas por micrômetro quadrado.

Quantificação of Chlamydia pneumoniae - Reações
de imunoperoxidase foram realizadas para essa
quantificação. Anticorpo monoclonal para proteína
predominante na membrana externa de C. pneumoniae
(Dako, Dinamarca, clone RR-402) foi usado sem diluição
como anticorpo primário, com incubação por
aproximadamente 16 horas (“overnight”) a 4oC, após
recuperação antigênica induzida por calor em forno de
microondas (em tampão citrato 0,01M por 10 minutos),
bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 a 3% em tampão
TRIS durante dois períodos de 10 minutos cada, e inibição
de coloração inespecífica por incubação com soro fetal
bovino não-imune diluído em solução de tampão fosfato
(PBS) por uma hora em câmara a 37oC. O anticorpo
secundário também foi fornecido pela firma Dako, da
Dinamarca (E-354). Conjugados peroxidase-estreptoavidina
(Amersham, Reino Unido) e diaminobenzidina (DAB, Dako,
Estados Unidos da América) foram usados para revelação,
e hematoxilina de Harris para contracoloração.

O número de células positivas para C. pneumoniae por
micrômetro quadrado foi contado em cada camada de cada
artéria, na extensão de um centímetro. A área foi medida no
mesmo sistema computadorizado de análise de imagens
(Quantimet 500), acoplado ao microscópio usando a
objetiva de 10x. Ainda que tenha sido buscada uma
otimização da coincidência entre a imagem ao microscópio
e à tela do computador, foi impossível evitar que a cor
castanha, correspondente à positividade, fosse um pouco
mais exuberante na tela. Assim, o observador teve que ser
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bastante restritivo durante a contagem. De todo modo, essa
dificuldade foi similar em todos os casos; se houve algum
erro, foi sistemático, e provavelmente não influenciou a
comparação entre os grupos.

Quantificação de Mycoplasma pneumoniae - Para as
reações de hibridização in situ, os cortes foram aquecidos
em banho-maria durante 45 minutos, submetidos a bloqueio
de peroxidase semelhante ao usado na técnica da imuno-
histoquímica, imersos em bloqueio protéico sem soro (Dako,
Dinamarca), durante 15 minutos, e a seguir incubados com
20 µL de sonda biotinilada para M.
pneumoniae para cada 80 µL de solução
contendo formamida deionizada a 50%,
sulfato de dextrana, tampão de citrato
de sódio 20x, solução de Denhardt,
ácido desoxirribonucléico de esperma
de salmão, ácido ribonucléico de
transferência de fungos, poli-A e poli-
C e água bidestilada, inicialmente a
95oC, durante 6 minutos, e depois em
câmara úmida a 37oC, durante cerca de
16 horas (“overnight”). O sinal foi
desenvolvido e amplificado com o
sistema GenPoint, e DAB usado para
revelação, com contracoloração com
hematoxilina de Harris. Após os cortes
terem sido assim preparados, foram
analisados no mesmo sistema
computadorizado descrito acima, e a
porcentagem de área positiva para M.
pneumoniae foi calculada, também em
cada camada de cada artéria, no
comprimento de um centímetro.
Aplicam-se as mesmas considerações
feitas no tópico anterior a respeito de
dissimilaridades entre imagens no
microscópio e na tela.

Análise estatística
Como os dados envolvem tanto

grupos pareados (áreas dentro e fora
dos aneurismas nos casos) como não-
pareados (os dois outros grupos-
controle), a avaliação dos resultados
foi planejada para ser feita usando o
teste de Wald. No entanto, como a
distribuição dos valores não foi
normal, foi feito ranqueamento dos
casos para cada variável; a análise foi
então aplicada considerando-se a
posição no ranqueamento como
variável (cuja adesão à normalidade
foi positiva) a ser testada [19].

O nível de significância foi estabelecido em 5% e o
sistema SAS® usado para os cálculos estatísticos.

RESULTADOS

Idade, gênero e doença principal e/ou causa de morte
dos pacientes envolvidos na investigação são apresentados
na Tabela 1. Exemplos de cortes corados com Verhoeff e
submetidos a reações para Chlamydia pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae são mostrados nas Figuras 1 a 3.

Tabela 1. Idade, gênero e doença principal e/ou causa de morte dos pacientes.
Grupos

Aneurismas
e
Atero/ Aneu

Aterosclerose

Normal

Idade
(anos)

59
61
61
62
70
72
72
77
78
87

41
60
60
60
61
63
73
73
81
82

21
29
29
36
38
44
47
51
60
72

Gênero

M
M
M
M
M
F
M
M
M
M

F
F
F
F
F
F
M
M
M
F

F
M
F
M
M
F
M
F
F
F

Doença principal

Doença reumática, endocardite infecciosa
Doença isquêmica do coração, insuficiência cardíaca
Doença isquêmica do coração (transplante)
Ruptura de aneurisma
Doença isquêmica do coração, choque cardiogênico
Infarto do miocárdio recente
Ruptura de aneurisma
Doença isquêmica do coração, insuficiência cardíaca
Infarto do miocárdio recente, tamponamento cardíaco
Infarto do miocárdio recente, choque cardiogênico

Infarto do miocárdio recente, choque cardiogênico
Infarto do miocárdio recente, choque cardiogênico
Dissecção de aorta ascendente
Câncer do endométrio
Infarto do miocárdio recente
Infarto do miocárdio recente
Doença pulmonar obstrutiva crônica
Infarto intestinal
Doença valvar degenerativa + arritmia
Doença reumática

Doença de Chagas (transplante)
Miocardiopatia dilatada idiopática
Doença reumática
Tuberculose pulmonar
Pericardite
Câncer de mama
Doença reumática
Câncer de ovário
Doença reumática
Doença valvar degenerativa

M-masculino; F-feminino. Casos grifados são aqueles nos quais amostras ateroscleróticas
da aorta abdominal puderam ser obtidas fora dos aneurismas, e constituíram um dos
grupos controle
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Como a análise estatística foi feita tomando em
consideração a ordem (ranqueamento) de cada medida, as
tabelas mostram a posição média de cada grupo, além das
medianas, médias e desvios-padrão. Para facilitar o
reconhecimento visual dos resultados, os gráficos
concernentes às espessuras da íntima e da média e à
porcentagem de tecido elástico foram elaborados tomando
em consideração as médias.

A Tabela 2 e a Figura 4 mostram a espessura das túnicas
íntima e média em cada grupo. As regiões aneurismáticas
apresentavam as íntimas mais espessas e as aortas normais
as mais finas. As lesões ateroscleróticas não-aneurismáticas,
nos casos com e sem aneurismas, ocupavam posição
intermediária. No entanto, foi encontrada diferença
significativa entre o grupo normal e os outros três (normal
vs. aneurismas, normal vs. atero/aneu, normal vs.
aterosclerose, todos p< 0,01), mas não nestes últimos entre
si (aneurismas vs. atero/aneu, p=0,12; aneurismas vs.
aterosclerose, p=0,35; atero/aneu vs. aterosclerose, p=0,36).
Em contraste, as aortas normais tinham as médias mais
espessas e as aneurismáticas as mais finas; uma vez mais,
as medidas das lesões ateroscleróticas não-aneurismáticas
ficaram entre as dos outros grupos. Com relação a essa
camada, os dois grupos de aterosclerose sem aneurisma
(atero/aneu e aterosclerose) foram similares entre si (p=0,89),
mas as regiões com os aneurismas eram significativamente
mais finas, e as artérias normais mais espessas que os outros
grupos (todos p<0,01). A Figura 5 mostra a quantidade de
tecido elástico na média e na adventícia. As áreas com
aneurismas tinham os menores valores, em comparação tanto
com a mesma artéria, fora deles (p<0,01), quanto com as
aortas de outros pacientes com (p<0,01) ou sem
aterosclerose (p=0,04). Por outro lado, não foi encontrada
diferença entre atero/aneu e aterosclerose (p=0,40),
indicando que a destruição do tecido elástico não está
relacionada à aterosclerose, mas aos aneurismas.

Fig 1 - Coloração para sistema elástico nas aortas abdominais.
A- paciente sem aterosclerose significativa (normal); B- paciente
com aterosclerose, sem aneurismas; C e D- paciente com
aneurisma, em área fora (C) ou dentro dele (D). PA - placa
aterosclerótica; T- trombo. Coloração pelo método de Verhoeff,
aumento da objetiva 5x

Fig. 2 - Imuno-histoquímica para C. pneumoniae na íntima (A),
média (B) e adventícia (C) de uma aorta sem aterosclerose
significativa. D- mesma reação em uma placa aterosclerótica dentro
de um aneurisma. As células positivas estão coradas em castanho.
As setas apontam alguns dos cristais de colesterol situados dentro
das placas. Aumento da objetiva 40x

Fig. 3 - Hibridização "in situ" para M. pneumoniae na íntima (A),
média (B) e adventícia (C) de uma aorta sem aterosclerose
significativa. D- mesma reação em uma placa aterosclerótica dentro
de um aneurisma. As células positivas estão coradas em castanho.
As setas apontam alguns dos cristais de colesterol situados dentro
das placas. Aumento da objetiva 40x
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DP
(mm)

1,15
0,94
0,32
0,10

0,14
0,94
0,32
0,10

Tabela 2. Posição média de ranqueamento, mediana, média e desvio-padrão (DP), em milímetros, das espessuras das túnicas
íntima e média da aorta nos quatro grupos.

Íntima

Média

Grupo

Aneurismas
Atero/ Aneu
Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/ Aneu
Aterosclerose
Normal

n

8
7

10
9

10
7

10
10

Posição de
ranqueamento

média

18,43
24,63
22,10
5,33

20,14
6,60
19,60
30,00

Mediana
(mm)

1,54
0,77
1,07
0,15

0,15
0,55
0,58
0,89

Média
(mm)

1,71
1,16
1,13
0,19

0,17
0,59
0,56
0,87

Fig. 6 - Gráfico do tipo "box-plot" do número de células positivas
para C. pneumoniae nas camadas íntima, média e adventícia, e no
total do vaso, em aorta abdominal em áreas aneurismáticas (1-
aneurismas), em pacientes com aneurismas, em áreas fora da
lesão (2- atero/ aneu), em pacientes com aterosclerose, mas sem
aneurismas (3- aterosclerose), e em pacientes sem aterosclerose
significativa (4- normal)

Os resultados sobre o número de células positivas para
C. pneumoniae são apresentados na Tabela 3 e na Figura
6. O achado dessas bactérias foi mais freqüente na
adventícia, em todos os grupos; nenhuma diferença
significativa foi encontrada entre eles (todos p>0,05).

A Tabela 4 e a Figura 7 mostram a porcentagem de área
ocupada por M. pneumoniae em cada grupo. O grupo de
pacientes com aterosclerose, mas sem aneurisma, foi no qual
este agente predominava, seja na íntima, seja na adventícia,
mas as diferenças não foram significativas (todos p>0,05).

 

Fig. 5 - Porcentagem média de tecido elástico na média e na
adventícia da aorta abdominal em áreas aneurismáticas
(aneurismas), em pacientes com aneurismas, em áreas fora da
lesão (atero/ aneu), em pacientes com aterosclerose, mas sem
aneurismas (aterosclerose), e em pacientes sem aterosclerose
significativa (normal)

Fig. 4 - Espessura média das camadas da aorta abdominal em
áreas aneurismáticas (aneurismas), em pacientes com aneurismas,
em áreas fora da lesão (atero/ aneu), em pacientes com
aterosclerose, mas sem aneurismas (aterosclerose), e em pacientes
sem aterosclerose significativa (normal)
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DP

3,44
13,85
16,18
26,38

5,07
22,22
48,93

149,83

62,62
28,58
90,92
40,35

24,43
22,29
36,9

59,29

Tabela 3. Posição de média de ranqueamento, mediana, média e desvio-padrão (DP) para o número de células positivas para
Chlamydia pneumoniae por milímetro quadrado em cada camada e no total das aortas abdominais humanas.

Íntima

Média

Adventícia

Total

p

0,27

0,83

0,83

0,73

Grupo

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

n

10
7

10
10

10
7

10
10

10
7

10
10

10
7

10
10

Posição de
ranqueamento

média

19,90
20,43
22,30
13,80

21,10
18,71
18,20
17,90

16,80
22,57
16,30
21,40

18,80
20,29
17,70
19,60

Mediana

1,44
2,31
3,51
0,19

2,75
4,46
2,51
1,32

24,79
12,02
18,53
29,75

11,04
7,79
5,65
7,63

Média

3,91
9,17

10,39
12,64

4,84
15,35
21,38
60,5

54,2
27,99
44,18
43,86

17,75
17,89
20,35
37,99

Posição de
ranqueamento

média

15,65
17,86
23,65
16,44

20,65
18,29
19,9

16,95

16,25
16,14
22,70
20,05

17,80
17,43
22,10
18,20

Tabela 4. Posição de média de ranqueamento, mediana, média e desvio-padrão (DP) para a porcentagem de área ocupada por
Mycoplasma pneumoniae por milímetro quadrado em cada camada e no total das aortas abdominais humanas.

Íntima

Média

Adventícia

Total

p

0,53

0,76

0,46

0,98

Grupo

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

Aneurismas
Atero/Aneu

Aterosclerose
Normal

n

10
7
10
10

10
7
10
10

10
7
10
10

10
7
10
10

Mediana

0,03
0,03
0,09
0,05

0,13
0,03
0,03
0,03

0,1
0,07
0,23
0,11

0,08
0,06
0,11
0,07

Média

0,1
0,14
1,34
0,05

0,13
0,5

1,38
0,37

0,1
0,21
0,7

0,53

0,12
0,19
1,06
0,42

DP

0,18
0,19
2,72
0,03

0,1
1,02
3,91
0,85

0,1
0,32
0,85
1,32

0,15
0,28
2,05
1,01
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DISCUSSÃO

Tentando obter um quadro o mais completo possível
com relação a putativo envolvimento de Chlamydia
pneumoniae e/ou Mycoplasma pneumoniae na patogênese
da aterosclerose e dos aneurismas da aorta abdominal, nós
usamos três tipos de controles: 1) as mesmas aortas
abdominais que constituíram o grupo de estudo, fora da
área de aneurisma. Esse controle foi incluído para
eventualmente revelar alterações localizadas que pudessem
explicar porque uma área específica sofre dilatação, mas
não o restante do vaso. Esse grupo controle tinha apenas
7 casos porque 3 aneurismas tomavam toda a aorta
abdominal; 2) aortas com aterosclerose grave, sem
aneurismas. Como apenas pequena porcentagem dos
pacientes com aterosclerose grave desenvolve aneurismas,
o objetivo dessa comparação era procurar fatores que
pudessem distinguir esses pacientes da maioria; 3) aortas
sem aterosclerose significativa foram incluídas como
verdadeiros controles, em especial para verificar a
possibilidade da presença das bactérias enfocadas mesmo
em pessoas normais.

A avaliação de idade e gênero dos pacientes não era
objetivo do presente estudo. Como esperado, as idades
dos casos com aterosclerose (com ou sem aneurismas) eram
maiores que aquelas do grupo normal. Uma proporção maior
de homens entre os casos de aneurisma também podia ser
antecipada de acordo com dados epidemiológicos [20], ainda
que tenhamos tido 90% desse gênero, enquanto na literatura

Fig. 7 - Gráfico do tipo "box-plot" da porcentagem de área ocupada
por M. pneumoniae nas camadas íntima, média e adventícia, e no
total do vaso, em aorta abdominal em áreas aneurismáticas (1-
aneurismas), em pacientes com aneurismas, em áreas fora da
lesão (2- atero/ aneu), em pacientes com aterosclerose, mas sem
aneurismas (3- aterosclerose), e em pacientes sem aterosclerose
significativa (4- normal)

a preponderância não chega a ser tão alta, variando,
conforme a revisão, entre 66% e 81% [20]. Também tivemos
número relativamente alto de mulheres nos grupos
controles, com e sem aterosclerose.

Os resultados sobre a espessura das camadas aórticas
estiveram em acordo com a expectativa: aortas normais
tinham as íntimas mais finas e as médias mais grossas, o
oposto ocorrendo com os aneurismas. Considerando que a
aterosclerose é um acúmulo intimal de lípides e outros
materiais, é fácil entender porque os três grupos de
segmentos aórticos com aterosclerose tinham íntima maior;
as diferenças entre lesões ateroscleróticas com e sem
aneurisma não foram significativas. Por outro lado,
afilamento da média é efeito secundário bem conhecido da
aterosclerose; a destruição do tecido elástico que está
associada ao estabelecimento dos aneurismas faz com que
tal característica seja particularmente exuberante. Esses
fatos explicam porque a média era mais fina nos aneurismas,
intermediária nas áreas ateroscleróticas fora deles
(independentemente da presença ou não da dilatação da
artéria) e mais grossa nas aortas sem aterosclerose.

Detectamos Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma
pneumoniae em todos os grupos. Pesquisa anterior de
Mycoplasma pneumoniae em AAA, usando o método da
reação de polimerase em cadeia (PCR), resultou negativa.
Com relação à Chamydia pneumoniae, os achados prévios
são controversos: a porcentagem de casos positivos varia
de 0% a 100%, seja por PCR [21], hibridização in situ, ou
imuno-histoquímica.

Tal variação entre os dados de diferentes centros e a
presença das bactérias em todos os nossos grupos levanta
a questão de se as reações poderiam mostrar falso positivo.
Foi sugerido que os anticorpos contra a membrana de
Chlamydia pneumoniae, usados nas reações de
imunoperoxidase (assim como em Western blots, que não
realizamos), poderiam ter reação cruzada com cadeia de
hemoglobina β [22] ou cadeias pesadas de imunoglobulinas
[23] e, desse modo, constituir resultado inespecífico. Esses
estudos, porém, utilizaram anticorpos preparados por seus
próprios autores, em lugar do anticorpo comercial usado
por nós e pela maioria dos pesquisadores, ainda que
direcionados à mesma membrana externa da clamídia.

Os estudos que enfocaram AAA não mediram
comparativamente o grau de infecção dos pacientes. Por
outro lado, como descrevemos nas aortas, pesquisas
prévias de nosso laboratório mostraram que mesmo pessoas
sem aterosclerose podem apresentar alguma quantidade
dessas bactérias em artéria coronárias. Nesse território
arterial, foram demonstradas diferenças significantes entre
grupos com e sem aterosclerose e entre placas estáveis e
instáveis [4-7]. Esses pontos fortalecem a necessidade de
método quantitativo para melhor analisar o papel da clamídia
e do micoplasma nas doenças.
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Usando método quantitativo, no presente artigo, não
mostramos qualquer diferença entre os grupos com respeito
a nenhum dos dois tipos de microorganismos, diferentemente
do que nosso laboratório descreveu nas artérias coronárias.
Uma possível explicação para esse fato poderia envolver a
população incluída nos estudos. Nos outros artigos, apenas
artérias coronárias de pacientes com miocardiopatia dilatada
idiopática ou doença de Chagas entraram no grupo controle
[4-7], enquanto neste trabalho, entre os pacientes sem
aterosclerose aórtica incluídos havia casos de transplante
cardíaco, doenças infecciosas, neoplasia e doença reumática
(Tabela 1); um dos casos de aneurisma também tinha doença
reumática e endocardite infecciosa. É possível que esses
casos causem ou sejam causados por algum tipo de
desbalanço imunológico, que poderia interferir com a
capacidade dos pacientes reagirem às bactérias que
enfocamos, influenciando assim nossos resultados. Essa idéia
é reforçada pela observação de que pacientes chagásicos
apresentam menos micoplasma e clamídia em seus tecidos
[24], o que aumentaria ainda mais as diferenças entre as
populações controle dos dois estudos.

Algumas das diferenças observadas nas artérias
coronárias foram detectadas em número de pacientes
semelhante ao do presente trabalho [4]. No entanto, o
tamanho relativamente pequeno da nossa amostra diminui
o poder estatístico da comparação, não se podendo
descartar por completo a possibilidade de que diferença
real entre os grupos tenha ficado encoberta por esse motivo.

Já foram descritas outras diferenças no processo
aterosclerótico entre a aorta e as artérias coronárias, além
da aparente ausência de papel dessas bactérias no
processo, que contrasta com os estudos pregressos deste
laboratório. Enquanto nas artérias coronárias as estrias
lipoídicas e placas ateroscleróticas têm a mesma
distribuição, nas aortas, esses dois tipos de lesão
aterosclerótica têm localizações dissimilares [25]. O tempo
de surgimento e evolução é diferente - na aorta, o processo
começa na infância, e progride em ritmo lento, enquanto
nas artérias coronárias as lesões começam na puberdade
[26]. O conteúdo lipídico das lesões também varia conforme
o território vascular, ao menos nas estrias lipoídicas [27].
Até mesmo na própria aorta a distribuição não é
homogênea: o acometimento da porção abdominal é muito
mais grave que o do segmento torácico. Em outro artigo
realizado por nosso grupo, encontramos correlação entre
intensidade de lesões ateroscleróticas e diâmetro vascular
na aorta torácica, mas não na abdominal [28]. Assim sendo,
as diferenças relativas a Chlamydia pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae entre os dois leitos arteriais pode
também representar uma real distinção entre o processo
aterosclerótico nos dois territórios. De todo modo, nossos
dados sugerem que os agentes enfocados não parecem ter
papel importante na patogênese dos AAA.
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