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Resumen

Fundamento: Las cardiopatias son enfermedades de alta prevalencia, siendo la carditis reumatica una enfermedad de
gran relevancia en paises en desarrollo. Las alteraciones en camaras cardiacas izquierdas se asocian a la disfuncién
endotelial, con aumento de los niveles de endotelina-1 (ET-1) y consecuencias sobre la circulacién pulmonar, muchas
veces determinando la hipertension pulmonar (HP). Mientras que, la presencia de ET-1 y sus receptores en la propia
valvula mitral, promoviendo alteraciones vasculares pulmonares y aumentando la deformacién valvar reumatica, atn
es un asunto no abordado en la literatura.

Objetivo: Determinar, mediante técnicas moleculares, la expresion de los genes de la endotelina y de sus receptores en
valvulas mitrales reumaticas.

Métodos: 27 pacientes sometidos a reemplazo valvular mitral tuvieron su tejido valvar analizado, a fin de determinar la
presencia de genes de ET-1 y sus receptores Ay B. Fueron hechos anilisis histol6gico y molecular de las valvas (divididas
en fragmentos M1, M2 y M3) y recogidos datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes. Fueron divididos en tres
grupos: valvopatia mitral, mitroaértica y pacientes reoperados.

Resultados: El estudio mostré la manifestacion del gen da ET-1 en 40,7% de los sujetos y de su receptor A en todas las
muestras, con manifestacién minoritaria del gen del receptor B (22,2%).

Conclusién: Todos los pacientes expresaron la presencia de gen del receptor A. No hubo diferencia estadistica en cuanto ala
gravedad de la enfermedad, expresada en clase funcional, y a los subgrupos estudiados (valvopatias mitrales, mitroadrticos
y pacientes reoperados), o en cuanto a la expresion de los genes de la ET-1 y sus receptores entre los subgrupos estudiados
(valvopatias mitrales, mitroadrticos y pacientes reoperados). (Arq Bras Cardiol 2010; 95(1) : 122-130)

Palabras clave: Miocarditis, cardiomiopatias, enfermedades reumaticas, endotelio, infeccion, fiebre reumatica.

Introduccion por Yanagisawa en 1988°. Su importancia y la de sus
receptores en la patogénesis de diversas enfermedades - en
especial aquellas en que la vasoconstriccién y la proliferacion
celular excesivas estan envueltas - han sido objeto de intensa
investigacién. Ademds de eso, son importantes reguladoras
de la deposicion de colageno y matriz extracelular*. También
ejercen miltiples efectos bioldgicos, a través de sus receptores
Ay B, y sus concentraciones tisulares reflejan con mayor
precision la activacién del sistema de las endotelinas’.
En algunas enfermedades®, la endotelina-1 (ET-1) puede
representar la conexién entre alteraciones vasculares y el
metabolismo acelerado del colageno asociado al proceso
fibrético Estimulada por fuerzas de friccion, la sintesis y
la expresion de ET-1 son aumentadas. Ese factor fisico,
encontrado en disfunciones valvulares donde la coaptacion
es deficiente - y puede hacerse mediante un mayor roce -, se
asocia a otros factores, quimicos y enddégenos, determinando
alteraciones en la composicion tisular. Mientras tanto, estudios

La fiebre reumética (FR) es una enfermedad reumdtica,
inflamatoria, de origen autoinmune vy recidivante, como
respuesta del organismo a infecciones por el estreptococo
(Streptococcus pyogenes) del grupo A de Lancefield. Existen
cepas llamadas reumatogénicas, lo que se debe a la virulencia
diferenciada de ese subgrupo, rico en protefina M y acido
hialurénico en su capsula, determinando propiedades
antifagociticas’. Cuando son sometidas al andlisis de su espesor
medio, las vélvulas reuméticas presentan medidas superiores
y una cantidad acentuada de musculo y colageno. Con el
avance de la edad, hay aumento de espesor, sin alteracién
significativa de la composicion valvar?.

La endotelina, sustancia con fuerte potencia vasoconstrictora
(diez veces mas potente que la angiotensina II), fue descripta
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niveles aumentados de ET-1, encontrados en la enfermedad,
a las deformidades valvulares.

Una variedad de enfermedades cardiovasculares tienen
la participacién de ET-1 en su patogénesis. Considerando
todo lo que fue discutido en los trechos encima, podemos
esperar aplicaciones terapéuticas de los antagonistas de los
receptores de ET-1°. A través de ellos, las acciones del sistema
de endotelinas pueden ser revertidas, traduciéndose en
beneficio clinico para muchos pacientes.

Métodos

Fueron recogidas 27 muestras de vélvulas en servicios
de cirugfa cardiovascular (Instituto do Coragdo do Distrito
Federal/InCor-DF y Hospital de Base do Distrito Federal),
posteriormente sometidas a andlisis histolégico y molecular.
Los pacientes, adultos y de ambos sexos, fueron escogidos
entre aquellos admitidos con enfermedad mitral reumética
y indicacién para sustitucién quirdrgica de la valvula nativa
por protesis.

Fueron considerados criterios de inclusién en el estudio:

* Portadores de valvopatia mitral de caracteristicas
reumdticas al ecocardiograma;

* Portadores de enfermedad mitral aislada o en
asociacion a otra valvopatia (adrtica, tricGspide);

* Indicacién de intervencién quirdrgica por criterios
preestablecidos en las unidades de cirugia
cardiovascular escogidas, sin indicacién de valvotomia
percutdnea o reparacion valvar (comisurotomia/
valvoplastia mitral):

Estenosis

* Moderada o grave (area valvar mitral < 1,5 cm?
y clasificacion funcional 1l o IV (New York Heart
Association - NYHA), no candidatos a valvotomia
percutdnea o reparo valvar.

Insuficiencia

*  Pacientes sintomaticos (NYHA 11, 1l y IV) con funcién
ventricular izquierda normal (fraccién de eyeccion >
60% y diametro endosistélico de ventriculo izquierdo
< 45 mm);

e Pacientes asintomaticos o sintomaticos, con disfuncion
leve de ventriculo izquierdo (fraccién de eyeccién 50-
60% y diametro endosistélico de ventriculo izquierdo
45-50 mm);

¢ Pacientes asintométicos o sintomaticos, con disfuncion
moderada de ventriculo izquierdo (fraccién de
eyecciéon 30-50% y didametro endosistélico de
ventriculo izquierdo 50-55 mm);

*  Reoperacién valvar mitral, desde que el tejido valvar
mitral fuese todavia el nativo (o sea, cuando la
primera cirugfa fue de reparo valvar - comisurotomia/
valvoplastia mitral);

* Anuencia del paciente o representante legal en
participar del estudio (a través de la firma del Término
de Consentimiento Libre y Aclarado - TCLA).

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

* Pacientes candidatos a valvotomia percutdnea o
cirugia para reparo valvar;

* Pacientes portadores de otras enfermedades
cardiovasculares que tuviesen indicacién quirdrgica.
Son ejemplos la enfermedad coronaria obstrutiva,
aneurismas de ventriculo izquierdo y anomalias
cardiacas congénitas cianéticas o acianéticas;

* Reoperacién en pacientes ya sometidos a reemplazo
valvar mitral (ausencia de tejido valvar mitral nativo);

*  No concordancia del paciente o representante legal
en participar del estudio.

Esos pacientes fueron internados y sometidos a los exdimenes
pre-operatorios de rutina en cada institucién. Previamente
informados y consultados al respecto de su consentimiento en
participar del estudio, llenaron y concordaron con el Término
de Consentimiento Libre y Aclarado - TCLA. Datos personales
y epidemiolégicos de los pacientes fueron recolectados, asi
como algunas informaciones respecto a la sintomatologfa y
de la clasificacion funcional (NYHA) y datos ecocardiogréficos
(valvulopatfa mitral predominante, estimativa de area valvar,
estimativa de presion sistélica pulmonar, drea del orificio
regurgitante efectivo, volumen regurgitante). El protocolo del
estudio fue aceptado por el Comité de Etica en Investigacion
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Brasilia (UnB).

Inmediatamente después de su retirada, el segmento de la
vélvula obtenido era fragmentado, obedeciendo lo siguiente:
considerando toda la extensién del fragmento retirado, siempre
habfa tejido valvar de la extremidad libre hasta cerca del
anillo mitral. Ese tejido valvar era, entonces, separado en tres
segmentos, groseramente iguales en tamafo, nombrados M1,
M2y M3 - el primero préximo del anillo mitral, el tercero en la
extremidad, en contacto con la cuerda tendinosa y el segundo
en la region intermedia. Tal division pretendia la diferenciacion
en regiones que son, macroscopicamente, distintas en cuanto
a su afectacién por la enfermedad reumatica.

Histologia

Todas las vélvulas retiradas y fragmentadas fueron fijadas
en solucion de formalina neutra 10% (pH 7,0), siendo
posteriormente sometidas a descalcificacion, inclusién en
parafina y corte de 4 uc de espesor en el micrétomo. La
coloracién fue obtenida por la técnica de hematoxilina-
eosina. Cada segmento fue analizado respecto a la presencia
de fibrosis, calcificacion, osificacién, neoformacion vascular
e infiltrado mononuclear.

Extraccion RNA total

La extraccion del RNA total de las 27 muestras fue
realizada por medio de la utilizacién del reactivo Trizol®
(Total RNA Isolation Reagent - Invitrogen®). EI RNA total de
tres diferentes fragmentos de las tres regiones de la vélvula
mitral (M1, M2 e M3) fue extraido separadamente usando
100 ul del reactivo TRIZOL.

Este método consiste em la maceracion de aproximadamente
100 ug de tejido valvar (previamente congelado a -80°C), con
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motor manual (Motor Cordless - Kontes) en capilla de flujo
laminar. Una vez homogeneizado, el tejido fue sometido
a repetidas centrifugaciones, purificacion con cloroformo,
precipitacién con isopropanol y limpieza con etanol 75%.

Cuantificacion del RNA por espectrofotometria

Fue realizada la dilucién de 4 ul RNA en 196 ul de
agua milliQ, totalizando 200 ul de solucion. Esas muestras
fueron colocadas en cubeta especifica y analizadas en el
espectrofotometro (UV-1601 - UV Visible Spectrophotometer
- Shimadzu Corporation). Los valores de absorbencia
encontrados fueron analizados de acuerdo con la férmula:
[RNA (ug/ml)] = 40 x A260 x dilucién / 1000 (Maniatis). La
evaluacién de pureza fue hecha por medio de la razén entre
los valores de absorbencia obtenidos en 260 nm y 280 nm
(A260 / A280), siendo consideradas viables las muestras con
valores entre 1,6 y 2,6.

Obtencion de cDNA

Fue obtenido el cDNA total de los 27 pacientes analizados
por la reaccién de transcriptasa reversa (RT). Para esa reaccion,
fue utilizado el RNA extraido por el método del Trizol y
ajustado para una concentracién final de 1 ug/ul por regla
de tres simple. Fue seguido el procedimiento recomendado
para el kit ImProm-I1® Reverse Transcriptase, de la Promega.
El oligonucleétido oligodT (dT,,) estaba concentrado a 0,5 ug.

Amplificacion del DNA por PCR

A partir de los cDNAs producidos, fueron realizadas
reacciones de PCR para deteccién de la expresion de los
genes de interés en los fragmentos valvares de los pacientes
analizados. De esa forma, fueron construidos primers
especificos para la ET-1 (secuencia NM 001955 gi110624717
- NCBI), ET, (secuencia NM 001957 gi4503464 - NCBI) yy
ET, (secuencia NM 000115 gi4557546 - NCBI). Fue utilizado
el gen GAPDH (BC029640) como control constitutivo de las
muestras. Todos los primers fueron diluidos para concentracion
de 10 mM. Fueron utilizados los reactivos de la Invitrogen para
la reaccién , en la cual se us6 1,25U de Tag DNA polimerasa
(5U/ul), 0,25 uM de cada primer y dNTPs concentrados a 0,1
mM cada uno. Los programas utilizados para amplificaciéon
fueron definidos de acuerdo al certificado de analisis de la
empresa fabricante de los primers (Invitrogen Brasil LTDA.). El
volumen final de la reaccién fue de 10 ul, siendo realizadas
por triplicado. Todas las muestras analizadas fueron verificadas
en gel de agarosa 1%.

Analisis de DNA por electroforesis en gel de agarosa

Después de las amplificaciones, el volumen 5 ul de cada
muestra fue analizado a través de electroforesis en gel de
agarosa 1%, acrecido de bromuro de etidio 5 mg/ml y tap6n
de muestra (azul de bromofenol) 6x.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos fue realizado a través del
test exacto de Fisher. Es un test de la clase de los testes exactos,
donde el p-valor es calculado como si los totales marginales
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fuesen fijos. Es considerado significativo si inferior a 0,05.

Resultados

Fueron sometidos al tratamiento quirtrgico 27 pacientes,
entre los meses de marzo de 2006 y setiembre de 2007, de
acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion definidos
previamente. Dos individuos fueron operados en el Hospital
de Base del Distrito Federal y el restante en el Incor-DF. Todos
los pacientes consintieron en participar del trabajo. Fueron 15
los pacientes del sexo femenino y 12 del masculino, con una
media de edad de 46,2 aios (16-67 anos; DP: 12,6 - Tabla 1).
Del total de la muestra, apenas 10 pacientes (3, 4, 7, 9, 11,
18, 20, 22, 24, 25 - 37% do total) consiguieron determinar el
tiempo de su enfermedad, que varié entre 4 meses y 45 afos
(tiempo medio de 12 afos). No hubo ébito transoperatorio,
post-operatorio u hospitalario.

De los datos individuales recogidos, observamos
pacientes en las cuatro clasificaciones funcionales (NYHA)
asi distribuidos: 1 paciente en la CF | (paciente 21 - 3,7%
de la poblacién); 14 pacientes en la CF Il (pacientes 1, 2,
3,7,9,10,11,16,17, 18,19, 20, 24y 26 - 51,8%); 11 en
la CF IIl (pacientes 4, 5, 6, 8, 13, 14, 15, 22, 23, 25 e 27
- 40,7%) y 1 paciente en la CF IV (paciente 12 - 3,7%). En
términos de prevalencia de lesion valvar, observamos doble
lesién en 19 pacientes (70,3%), insuficiencia valvar pura en
5 pacientes (18,5%) y estenosis valvar pura en 3 pacientes
(11,2%) (Tabla 1).

Los datos ecocardiogréficos obtenidos fueron del area
valvar, del gradiente transvalvar mitral, de la presion sist6lica
de la arteria pulmonar, del volumen regurgitante y del orificio
regurgitante efectivo (en la insuficiencia mitral). Los hallazgos
revelaron un drea valvar media de 1,1 cm? (DP: 5,3; 0,6-1,9
cm? - datos de todos los 22 pacientes); gradiente transvalvar
medio de 14,8 mmHg (DP: 6,9; 6-32 mmHg - datos de 20 de
los 22 pacientes, 90,9%); presion sistélica media de la arteria
pulmonar 55,9 mmHg (DP: 16,4; 21-100 mmHg - datos de
21 de los 22 pacientes, 95,4%); volumen regurgitante medio
de 88,3 ml (DP: 61,3; 58-209 ml - datos de 6 de los 24
pacientes, 25%); y orificio regurgitante efectivo medio de 0,47
cm? (DP: 0,26; 0,27-1 cm? - datos de 6 de los 24 pacientes,
25% - Tabla 1).

Las manifestaciones clinicas mas comunes fueron la disnea
(25 de los 27 pacientes - 92,5%), dolor torécico (9 pacientes
- 33,3%), disnea paroxistica nocturna (7 pacientes - 25,9%),
el edema de MMII (3 pacientes - 11,1%) y la ortopnea (en
3 pacientes - 11,1%). Las palpitaciones se presentaron en 2
pacientes (7,4%) y la taquipnea y los esputos hemépticos se
manifestaron cada cual en apenas 1 paciente (3,7%). Apenas
1 paciente se decfa asintomatico durante la internacién
(Tablas 2, 3y 4).

En lo tocante al abordaje quirdrgico, fueron sometidos
a reoperacién 5 pacientes (18,5% - pacientes 2, 4, 8, 22 y
23), en cuanto a los demas (22 pacientes - 81,5%) fueron
abordados quirdrgicamente por primera vez. De aquellos
reoperados, el tiempo medio desde la primera cirugfa fue
de 12,2 anos (DP: 6,3; paciente 22: 5 afos, paciente 2: 9
anos; paciente 23: 10 afos; paciente 8: 16 anos; paciente
4: 21 anos).
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Datos ecocardiograficos de los pacientes

Paciente Sexo Edad C.F. (NYHA) Disfuncion valvar  Area valvar (PHT) G.TM. PSAP VR. O.RE.
1 M 43 2 D 1 17 55 - -
2 F 54 2 | 19 7 56 83 0,5
3 M 16 2 | - - - - 0,27
4 F 51 3 D 1.1 10 40 - -
5 F 49 3 D 19 8 51 58 -
6 F 22 3 D 0,6 13 60 - -
7 M 35 2 D 14 12 - - -
8 F 67 3 D 1 14 56 209 1
9 M 62 2 D - 9 70 - -
10 F 50 2 D 0,9 19 - - -
11 F 47 2 D 1 - 51 - -
12 M 62 4 I - - 63 - -
13 F 63 3 D 0,9 17 71 - -
14 F 44 3 D 0,9 14 40 - -
15 M 39 3 D 1,1 9 21 - -
16 F 51 2 D 1 18 55 76 04
17 F 59 2 D 1 32 75 - -
18 M 46 2 D 14 12 100 - -
19 F 50 2 E 0,8 22 74 - -
20 M 38 2 | - - 35 68 0,4
21 M 52 1 I 31 5 49 36 0,3
22 F 26 3 D 14 - 46 - -
23 M 49 3 D 1 i 55 - -
24 F 52 2 E 0,9 12 44 - -
25 F 39 3 D 0,8 28 64 - -
26 M 54 2 D - - - - -
27 M 30 3 E 1 23 - - -

C.F. (NYHA) - clase funcional (New York Heart Association); D - doble lesion; E - estenosis; | - insuficiencia; G.T.M. - gradiente transvalvar medio; PSAP - presién sistélica
de la arteria pulmonar; V.R. - volumen regurgitante; O.R.E. - orificio regurgitante efectivo.

La cuantificacion de RNA mostrd una razén entre absorbencias
dentro del intervalo considerado adecuado en 91,3% de las
muestras de la regién M1 (en 21 de las 23 muestras); en 87,5%
de las muestras en la regién M2 (21 de las 24 muestras); y en 92%
de las muestras en la region M3 (23 de las 25 muestras), todas las
cuales fueron sometidas a la realizacién de cDNA.

El analisis en gel de agarosa fue hecho en 21 de las 27
muestras recolectadas (77,8%); las seis muestras restantes fueron
sometidas a PCR en tiempo real (22,2%). Revel6 la presencia del
gende la ET-1 en 40,7% de las muestras (11 de las 27 muestras
investigadas - pacientes 1, 2,3, 8,9, 12, 14, 22, 23, 24, 26) y
del receptor A (ETrA) en las 27 muestras investigadas (100%).
El gen correspondiente al receptor B (ETrB) fue identificado en
6 muestras (22,2% - pacientes 1, 9, 13, 21, 22 y 26).

Histologia

Después de la recoleccion de los fragmentos valvares, 12 de

ellos fueron sometidos a la inclusién en parafina y coloracién
por la técnica de hematoxilina-eosina. Posteriormente, fueron
analizados respecto a la presencia de fibrosis, calcificacion,
osificacion, neoformacioén vascular e infiltrado mononuclear.
También fueron hechas laminas identificadas como M1,
M2 y M3, dependiendo de la disponibilidad de material,
priorizando su utilizacién para las etapas de extraccion de
RNA y subsecuentes.

Se observé una gran cantidad de fibrocitos, tejido
conjuntivo denso, fibras colagenas del tipo | (eosinofilicas) y
sustancia fundamental extracelular. El tejido es groseramente
avascular. No fueron encontrados miocitos de Anitschkow o
los caracteristicos n6dulos de Aschoff.

Em los fragmentos M3, fueron vistos: proceso inflamatorio
con celularidad alta, vascularizacién del tejido con capilares
permeéndolo (destacdndose la mayor vascularizacién tisular
relativamente a las demas areas) y colageno transformado o
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Datos clinicos y analisis molecular individualizado de los pacientes con afectacion valvar unicamente mitral

Paciente C.F. (NYHA) Gravedad Sintomatologia Fragmento ET-1 ETrA ETrB1
1 2 Moderado 1 M3 + + +
5 3 Grave 123 M2 +

6 3 Grave 135 M3 +

9 2 Grave 1,2,35,6 M1 + + +
10 2 Grave 1 M2 +

12 4 Grave 1,3,5 M1 + +

13 3 Grave 1 M3 + +
15 3 Grave 1,2 M2 +

16 2 Grave 1,2 M2 +

17 2 Moderado 1 M3 +

18 2 Grave 1,8 M3 +

19 2 Grave 1,7 M3 +

24 2 Grave 1,3 M1 + +

25 3 Grave 1 M3 +

26 2 Moderado 1 M2 + + +

C.F. (NYHA): clase funcional (New York Heart Association); Sintomatologia: disnea (1); dolor toracico (2); disnea paroxistica nocturna (3); edema MMII (4); ortopnea (5);
hemépticos (6); palpitaciones (7); taquipnea (8); (+): manifestacion del gen correspondiente (ET-1, ETrA, ETrB).

Datos clinicos y analisis molecular individualizado de los pacientes con afectacion valvar mitroaértico

Paciente C.F. (NYHA) Gravedad Sintomatologia Fragmento ET-1 ETrA ETrB1
3 2 Moderado 2 M2 + +

7 2 Grave 1 M3 +

11 2 Grave 1,2 M1 +

14 3 Grave 1,2,4 M2 + +

20 2 Grave 12,7 M2 +

21 1 Grave - M3 + +
27 3 Grave 1 M3 +

C.F. (NYHA) - clase funcional (New York Heart Association); gravedad: criterio ecocardiografico; sintomatologia: disnea (1); dolor toracico (2); edema MMII (4); palpitaciones
(7). (+): manifestacion del gen correspondiente (ET-1, ETrA, ETrB).

Datos clinicos y analisis molecular individualizada de los pacientes sometidos a reoperacion mitral

Paciente CF (NYHA) Gravedad Sintomatologia Fragmento ET-1 ETrA ETrB1
2 2 Grave 1,34 M3 + +

4 3 Moderado 1 M1 +

8 3 Grave 1 M3 + +

22 3 Grave 1,2 M1 + + +
23 3 Grave 1,34 M1 + +

C.F. (NYHA) - clase funcional (New York Heart Association); gravedad: criterio ecocardiografico; sintomatologia: disnea (1); dolor torécico (2); edema MMII (4); palpitaciones
(7). (+): manifestacion del gen correspondiente (ET-1, ETrA, ETrB).

neoformado (hialinizacién del colageno). Fueron también
observados fibroblastos, linfocitos y areas de calcificacion
distréfica (necrosis del tejido con depésito). En las [dminas de
segmento M2, los hallazgos fueron semejantes, con zonas de
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cicatrizacién, pequefios focos de inflamacion y células mas
alejadas entre si. Ademas de eso, también fue vista osificacion.
En el andlisis histologico del segmento M1, fueron encontradas
las mismas caracteristicas ya citadas anteriormente, excepto



Moura et al
Endotelina-1 y receptores en la enfermedad reumatica mitral

Articulo Original

por la ausencia de calcificacién u osificacion. En términos
de hallazgos histoldgicos individuales, fueron encontradas:

Fibrosis en todos los pacientes en las muestras M3 (2,
5,6,8,9,10,11,12,13,14,15, 22); y en 10 pacientes
en las muestras M2 y M1 (2, 5, 8,9, 10, 11, 12, 14,
15, 22) - 83,3% del total de pacientes analizados;

Neoformacién vascular en 9 pacientes (2, 5, 6, 8, 9,
11,14, 15, 22) - 75% del total de pacientes analizados;
también encontrada en 2 muestras M1 (22,2%), 4
muestras M2 (44,4%), 5 muestras M3 (55,5%) y en
2 pacientes (11 y 15 - 22,2%), siendo encontrada en
dos fragmentos simultdneamente (M1/M3 y M2/M3,
respectivamente);

Infiltrado de mononucleares en 6 pacientes (2, 5,
6, 8,9, 22) - 50% del total analizado; encontrado
en 1 muestra M1 (16,6%), 3 muestras M2 (50%),
2 muestras M3 (33,3%), siendo que en ningln
paciente fue encontrado en dos o més fragmentos
simultaneamente;

Calcificacion en 3 pacientes (9, 13, 22) - 25% del
total de pacientes analizados; no fue encontrada
en muestra M1, pero en 1 muestra M2 (33,3%) y
en dos muestras M3 (66,6%), siendo que en ningln
paciente fue encontrado en dos o més fragmentos
simultineamente;

Osificacion en apenas una muestra (M2) del paciente
9 - 8,3% del total de pacientes analizados.

Discusion

El estudio mostr6 la manifestacion del gen de la ET-1 en
40,7% de los sujetos (11 de las 27 valvas) y de su receptor A
en todas las muestras examinadas de valvas reumaticas en la
poblacién descripta, con manifestacion minoritaria del gen

Datos histoldgicos individualizados de los pacientes

del receptor B (6 de las 27 muestras - 22,2%).

Los pacientes fueron escogidos a partir de su indicacion para
correccion quirdrgica valvar®. En ciertos casos, las informaciones
que constaban en las historias clinicas, algunas muy relevantes,
fueron extraviadas permanentemente de los registros del
paciente, impidiendo su apreciacién en nuestro estudio.

No fueron excluidos individuos anteriormente sometidos
a valvoplastfa (portadores de fragmentos valvares acometidos
por reaccién inflamatoria artificialmente aumentada por
la manipulacién operatoria previa), por la importancia del
grupo para comparacion con pacientes cuya intervencion
operatoria realizada serfa la primera. El nimero de pacientes
sometidos a reoperacién correspondi6 a 18,5% de los casos
(5 pacientes) - una fraccion significativa si es comparada al
nGmero total de casos.

Seglin pudimos evaluar (con base en la Tabla 1y 4), los
pacientes reoperados en esa serie fueron, en su mayoria,
mujeres (pacientes 2, 4, 8 y 22 - 80%). Entre ellas, 75%
se encontraban en la menopausia (pacientes 2, 4 y 8). No
obstante tratarse de nimeros inexpresivos, la condicion
hormonal diferenciada de esas personas puede determinar
cambios en la expresién de los genes codificadores de los
péptidos del sistema de endotelinas.

Optamos por la subdivision de la valva en diferentes
regiones, siguiendo descripciones que muestran la
heterogeneidad en la composicion valvar, cuando es
considerada en su seccién longitudinal (extremidad
libre hasta su inserciéon en el anillo mitral)?. En ese
sentido, buscamos evidenciar posibles diferencias en la
identificacién (o no) de los genes de la ET-1 y receptores A
y B, que podrian existir entre los segmentos M1, M2 y M3.
Se sabe que la ET-1 tiene importante funcién reguladora en
la deposicion de colageno en los tejidos’; nos falta definir
si el aumento de la composicion tisular de coldgeno tiene

Histologia
Paciente Fibrosis Neoformacién vascular mrr:iti:zgr;:;s Calcificacion Osificacion
M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
2 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X
8 X X X X
9 X X X X X X X
10 X X X
" X X X X X
12 X X X
13 X X
14 X X X X
15 X X X X
22 X X X X X X

(X): presencia de la alteracion histolégica correspondiente.
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alglin tipo de efecto sobre la presencia o aumento de la
concentracién de la ET-1 y sus receptores®. Mientras, la
escasez de algunas muestras no permitié la recoleccion de
tejido valvar suficiente para andlisis histolégico y molecular,
o aln dos o tres segmentos de interés. Otra dificultad,
presentada cuando los fragmentos de las tres areas eran
recogidos, fue encontrar muestras poco celularizadas, de
donde poco contenido nuclear podria ser extraido.

La etapa siguiente, de extraccién del RNA de las muestras,
tiene por finalidad la demostracién de la expresién de un
gen. El proceso requeria pérdida y degradacion minimas del
fragmento (muchas veces exiguo). El tejido estudiado era
poco celularizado, conteniendo gran cantidad de coldgenos
y elastina, y células mesenquimales (como miofibroblastos
y miocitos cardiacos) en pequeia cantidad. Eso influy6
decisivamente en la obtencion del RNA, ya que este es

oriundo de aquellas dltimas. La muestra de RNA resultante,
invariablemente, fue escasa.

Enseguida, fue hecha la cuantificacion de RNA por
espectrofotometria. El intervalo considerado adecuado
comprendia valores entre 1,6 y 2,6 de la raz6n mencionada.
La Tabla 6 muestra que los resultados obtenidos en esa lectura
nos informaron valores adecuados en la enorme mayorfa de
las muestras, indicando grado de pureza satisfactorio.

La presencia de ETrA em las muestras es un resultado
interesante y aguardado ya que, ademas de ser el receptor
predominante em los miocitos cardiacos’, ese receptor se
correlaciona a procesos inflamatorios, exhuberantes en la
enfermedad reumdtica en su fase exudativa, también presentes
em la fase proliferativa'®. A pesar de que los sujetos del estudio
se encontraban en fases mas tardias, en las cuales falta s6lo
saber las secuelas cicatrizales de procesos otrora vigentes'?,

Datos de la extraccion de RNA total de las muestras. UnB-FM, 2006-2008

M1 M2 M3

Pacientes [1 ] [1 el [1 pll

Cuantific. 260 280 Razon pg/ 1pg/ Cuantific. 260 280 Razon g/ 1pg/  Cuantific. 260 280 Razén pg/  1pg/

ul ul ul ul ul 1]l
1 Sl 0,047 0014 33 009 106 S| 0074 0033 22 0148 68 N 0231 0130 18 0462 22
2 Sl 0,066 0041 16 0132 76 S| 0,002 -0010 -02 0,004 250,0 Sl 0,139 0,068 20 0278 36
3 Sl 0,037 0026 14 0074 135 S| 0199 016 1,7 0398 25 Sl 0,104 0045 23 0208 48
4 Sl 0,105 0,048 22 0210 48 S| 0,082 0041 20 0164 6,1 SI() 0,28 0008 35 005 179
5 Sl 0,034 002 17 0068 147 S| 0,105 0066 16 0210 48 Sl 0,097 0059 16 0194 52
6 Sl 0072 0036 20 0144 69 S| 0055 0025 22 0110 91 Sl 0,087 0038 23 0174 57
7 Sl 0,135 0,066 20 0270 37 S| 0,017 0006 28 0034 294 Sl 0,13 0079 17 0272 37
8 Sl 0,077 0040 19 0154 65 S| 0,038 0016 24 0076 132 N 0,131 0070 19 0262 38
9 Sl 0,131 0076 17 0262 38 N 0052 0020 26 0104 96 N 0,058 0027 20 0116 86
10 Sl 0,116 0,051 23 0232 43 S| 0134 0074 18 0268 37 N 0,114 0051 22 0228 44
1" Sl 0271 0,161 17 0542 18 N 0503 0289 1,7 1006 1,0 N 0,101 0042 24 0202 50
12 S| 0378 0199 19 0756 13 S| 0074 0022 34 0148 68 N 0,101 0,040 25 0202 50
13 S| 0401 0212 19 0802 12 N 0266 0,151 1,8 0532 19 N 0281 01140 20 0562 18
14 S| 0,081 0040 20 0162 62 S| 0,088 0040 22 0176 57 N 0,113 0071 16 0226 44
15 Sl 0,048 0,027 18 0,09 104 Sl 0,137 0,072 19 0274 36 Sl 0,078 0,042 19 0,156 64
16 Sl 0,079 0,039 20 0158 6,3 Sl 0,236 0,137 1,7 0472 21 Sl 0,109 0,061 18 0218 46
17 Sl 0,103 0,05 18 0206 49 S| 0227 0131 1,7 0454 22 S| 0,165 0,099 17 0330 30
18 S| 0113 0061 19 0226 44 S| 0079 0044 18 0158 63 S| 0287 0155 19 0574 17
19 Sl - - - - - S| - - - - - Sl 0,090 0049 18 0180 56
20 Sl 0,206 0,121 1,7 0412 24 S 0135 0082 16 0270 37 Sl 0313 0191 16 0626 16
21 Sl 0,025 0,004 625 0,050 20,0 S| 0120 0056 21 0240 42 Sl 0,030 0001 30 006 167
22 S| - - - - - S - - - - - Sl 0,080 0037 22 0160 63
23 Sl 0299 0,158 19 0598 17 S| 0,031 0016 19 0062 16,1 Sl 0,087 0064 14 0174 57
24 Sl 0488 0297 16 0976 10 S| 006 0029 20 0120 83 Sl 0,156 0081 19 0300 33
25 Sl 0269 0,156 1,7 0538 19 S| 004 0028 14 008 125 N 0,059 0037 16 0118 85
26 Sl 0,062 0024 26 0124 81 S| 0,042 0016 26 0084 119 N 0,074 0037 20 0148 68
27 S| 0328 0,168 20 0656 15 S| 0419 023 18 0838 12 Sl 0302 0172 18 0604 17
128  Arq Bras Cardiol 2010; 95(1) : 122-130
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creemos que pueda ser posible la permanencia de receptores
celulares residuales, aiin después de la defervescencia de la
actividad inflamatoria primaria.

Los receptores B (ETrB) fueron encontrados en pocas
muestras de la serie, segtin podemos observar en las Tablas 2, 3
y 4. Como ya fue discutido, la manifestacién de tales péptidos
ocurre en células endoteliales y epiteliales responsables por
la modulacion de la resistencia vascular y natriuresis, entre
otros''. Ademds de eso, tales receptores se caracterizan por la
rapida desensibilizacion e internalizacién, cuyos resultados en
la concentracién tisular son poco estudiados'. Creemos que
el tiempo de convivencia con la enfermedad valvar reumatica
sea, asociado a otras caracteristicas individuales, un posible
determinante de la manifestacién del gen del ETrB en el
tejido valvar mitral. Esa afirmaciéon demandard investigacion
especifica en ese sentido.

Seglin destacamos anteriormente, puede ocurrir cambio
fenotipico de un subtipo de receptor de ET para otro de
acuerdo con condiciones encontradas in vitro en los cultivos
de células musculares lisas vasculares y, si esas expresaran ETrB,
la ET-1 se vuelve un mitégeno mas potente en tales células™.
No sabemos si eso se repite in vivo o en otros tejidos (como
lo valvar), pero justificarfa la mayor prevalencia de ETrA en las
muestras estudiadas, estimulando mds remodelado arterial e
hipertrofia ventricular®.

Creemos que la principal limitacion del estudio se debe a la
ausencia de un grupo control, libre de enfermedad reumética
o de otra especie, del cual fuese posible extraer informaciones
semejantes acerca de la presencia de los péptidos, objeto
de nuestra evaluaciéon. Mientras tanto, la obtencién de esos
sujetos s6lo seria posible cuando fuesen oriundos de tejido
valvar normal y todavia viable.

El andlisis estadistico fue hecho a través del test exacto de
Fisher, usado para examinar la significancia de la asociacion
entre tablas de contingencia. Este es un test estadistico
utilizado en analisis de datos categorizados cuando el tamafo
de la muestra es pequeno. El test demostr6 una disposicion,
entre los pacientes del sexo masculino de esa muestra
poblacional, para una mayor probabilidad de presentar el
ET-1, ademas de fuerte tendencia para que haya asociacion
entre la presencia de ese gen y las variables edema de MMII (p
= 0,056) y disnea paroxistica nocturna (p = 0,084). Mientras
tanto, sea por la pequena muestra, sea por el valor de p, no
podemos afirmar tal correlacion.

La basqueda de la cura de la cardiopatia valvar reumatica
por intermedio de agentes farmacoldgicos, en sustitucién del
reemplazo valvar o valvoplastia quirdrgicas, todavia carece de
investigacién y permea diversos sectores de la salud pablica.
El control de los brotes de estreptococos a través de medidas
sanitarias serfa un buen comienzo. El diagnéstico precoz,
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determinando menor o ningtin compromiso de la valva y de
su aparato subvalvar, permitiria el tratamiento de inndimeros
individuos de manera menos onerosa. La identificacién de
valvopatas en riesgo, por medio de un acompanamiento
ambulatorial regular, los encaminaria al tratamiento invasivo,
antes del surgimiento de complicaciones.

Tal vez la creacion de estrategias adecuadas en las
politicas de salud, aliada a las investigaciones médicas en
areas basicas y clinicas, permitan encontrar opciones a
las terapéuticas actuales. En ese contexto, posiblemente
el sistema de endotelinas y sus antagonistas colaboren,
limitando la reaccién inflamatoria valvar, modulando la
vasorreactividad y modificando el curso fisiopatolégico y
clinico de la valvopatfa reumatica.

Conclusiones

A pesar de no haber significancia estadistica, existe una
tendencia a la presencia de ET-1 en pacientes del sexo
masculino. Todos los pacientes, independientemente de
las caracteristicas individuales (sexo, edad, clase funcional y
alteracién valvar mitral), expresaron la presencia del gen del
receptor A.

De los pacientes reoperados, 4 son mujeres en la
menopausia; una de ellas se encontraba en edad fértil y
expreso los tres genes estudiados.

No hubo diferencia estadistica en cuanto a la gravedad de
la enfermedad, expresada en clase funcional, y a los subgrupos
estudiados (valvopatas mitrales, mitro-adrticos y pacientes
reoperados), asi como tampoco hubo diferencia en cuanto
a la expresion de los genes de la ET-1 y sus receptores entre
los subgrupos estudiados (valvopatas mitrales, mitro-aérticos
y pacientes reoperados).

Hubo una tendencia a la mayor presencia de ET-1, en
la poblacién estudiada, entre los pacientes con edema de
miembros inferiores y disnea paroxistica nocturna, donde
hubo un mayor ntimero de mujeres.
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