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RESUMO

Iglezias SD. Endomiocardiofibrose: patologia e correlacdo clinica em
material de resseccao cirurgica [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2007. 137p.

INTRODUCAO: A endomiocardiofibrose (EMF) é uma miocardiopatia de
padrao restritivo de etiologia desconhecida, prevalente em regides tropicais.
Caracteriza-se por espessamento fibroso do endocardio e miocardio
subjacente, comprometendo ponta e via de entrada de um ou de ambos os
ventriculos. Sua etiopatogenia € pouco conhecida e muitos autores a
associam a doencga infecciosa cardiaca ou sistémica, a eosinofilia prévia
e/ou a caréncia nutricional. O progndstico em geral € grave e a ressecgao
cirurgica da lesdo € indicada aos pacientes com insuficiéncia cardiaca
refrataria a tratamento clinico, em classe funcional Ill ou IV (NYHA). Os
estudos anatomopatoldgicos até o momento foram realizados em material de
autépsia ou de bidpsia endomiocardica. OBJETIVOS: Este estudo
retrospectivo se propde a (1) descrever os trés aspectos morfoldgicos da
lesdo endocardica (fibrose, infiltrado inflamatério e vasos) utilizando
microscopia Optica comum e técnicas imunoistoquimicas, assim como
correlaciona-los aos dados clinicos, laboratoriais e de imagem dos pacientes
(2) comparar os aspectos morfoldgicos de espécimes de ressecgao cirurgica
com os de autopsia a fim de verificar se os primeiros podem ser empregados
para diagnostico histoldégico da doenga; e (3) discutir a patogenia da EMF e
realizar pesquisa de agentes infecciosos cardiotropicos em amostra
endomiocardica incluida em parafina por técnica de biologia molecular.
METODOS: Foram utilizadas amostras de resseccao cirirgica endocardica
incluidas em parafina provenientes de 31 pacientes com diagndstico clinico
e cineangiocardiografico de EMF, operados no InCor entre 1991 e 2005. As
amostras foram coradas por técnicas convencionais (HE, tricobmico de
Masson, Verhoeff e reticulina) e submetidas a reagcbes imunoistoquimicas
para fibras colagenas tipo I, lll e IV, para células inflamatérias (CD3, CD20,
CD68) e para endotélio de linfaticos (D2-40). Amostras de nove coragdes de
autépsia de pacientes com o mesmo diagndstico serviram de controle
positivo da doenca. A pesquisa de agentes infecciosos foi feita por reagao de
cadeia de polimerase e reacdo de transcricdo reversa de cadeia de
polimerase (PCR e RT-PCR) em amostras endomiocardicas incluidas em
parafina, para T. gondii e para virus cardiotropicos (enterovirus, adenovirus,
influenza A e B, citomegalovirus, parvovirus B19 e herpes simples). Para
identificar alteragées vasculares intramiocardicas, procedeu-se a revisdo de
prontuarios clinicos dos pacientes e de 16 cineangiocoronariografias.
RESULTADOS: Foi observado intenso espessamento endocardico
ventricular a custa de fibrose hialina superficial escassamente celular, com
fibras colagenas tipos | e lll, predominando o tipo | sobre o Ill. O colageno
tipo IV foi identificado na membrana basal de vasos. Na porcéo profunda da
lesdo endocardica observou-se escasso infiltrado inflamatério crénico com
macrofagos, linfocitos T e B em menor numero. O infiltrado estava



distribuido ao redor de vasos proliferados com intensas alteracoes
estruturais na parede e com participacdo de linfaticos. No miocardio
superficial identificou-se miocardite “borderline” (critério de “Dallas”). Foram
obtidos acidos nucléicos em quantidade suficiente para a reagao de
PCR/RT-PCR em 12/36 (33%) amostras. Genomas de agentes infecciosos
foram identificados em 6/12 (50%) pacientes. Dois casos foram positivos
para enterovirus (EV), dois para citomegalovirus (CMV), um para ambos
(CMV e EV) e um para T. gondii. Nado foram observadas diferencas
histopatolégicas entre as amostras cirurgicas e as de autdpsia. Foram
detectadas alteragdes vasculares a cineangiocoronariografia em 9/16 (56%)
pacientes. Nao houve correlacdo anatomoclinica definida entre os multiplos
dados comparados. CONCLUSOES: Os resultados indicam que na EMF
ocorre processo inflamatoério créonico mantido por rede vascular anémala rica
em linfaticos localizada na profundidade da lesdo endocardica. A rede
vascular provavelmente contribui para a manutencdo da placa fibrética e
deve ser considerada como fator importante na patogenia da doenga. O
diagndstico anatomopatoldgico pode ser feito com seguranga em material de
ressecgao cirurgica. A analise molecular do endomiocardio possibilitou a
deteccdo de alta incidéncia de genomas de agentes infecciosos
cardiotrépicos. Seu significado, contudo, permanece controverso.

Descritores: 1.Fibrose endomiocardica/patologia; 2.Cardiomiopatia
restritiva/patologia; 3.Cardiomiopatia restritiva/etiologia; 4.Imunoistoquimica;
5.Patologia cirurgica; 6.Reagéo em cadeia da polimerase; 7.Reagéo em cadeia
da polimerase via transcriptase reversa; 8.Estudos retrospectivos.



SUMMARY

Iglezias SD. Endomyocardial fibrosis: pathological findings in surgical
specimens and clinicopathological correlation [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 137p.

BACKGROUND: Endomyocardial fibrosis (EMF) is a restrictive
cardiomyopathy of unknown etiology prevalent in tropical regions. The
disease involves the inflow tract and apex of either one or both ventricles and
is characterized by a fibrous thickening of the endocardium and the
underlying myocardium. Although its etiology remains unknown, most
authors believe it could be related to systemic or heart infection/parasitism,
previous blood eosinophilia or malnutrition. Surgical resection of the
thickened endocardium is recommended to patients with advanced heart
failure of functional class Ill or IV, New York Heart Association (NYHA). The
gross and histological features of the heart have been comprehensively
studied in autopsies and endomyocardial biopsies. Studies in surgical
samples, however, are still lacking. AIMS: This study was conducted to
evaluated: (1) the histomorphological changes of EMF as seen in surgical
specimens by means of routine histological and immunohistochemical
methods in an attempt to correlate them with clinical symptoms and coronary
angiographic features; (2) to compare histological data between surgical and
autopsy samples, and (3) to discuss probable pathogenetic mechanisms of
the disease, as well as to investigate cardiotropic infective agents by means
of molecular analysis of endomyocardial surgical samples. METHODS: We
collected all available clinical records and endomyocardial surgical samples
from 31 patients with EMF who had been submitted to surgery between 1991
and 2005 at InCor. The diagnosis was based on clinical, hemodynamic and
angiocardiographic findings. The surgical samples were fixed in 10%
formalin, submitted to standard processing, and stained with H&E, Masson’s
trichrome, reticulin and elastic stains. Immunohistochemical methods were
employed to detect collagen fibers type |, lll, and IV, inflammatory cells (CD3,
CD20, CD68) and lymphatic vessels’ endothelium (D2-40). Nine samples
from autopsied hearts of EMF patients were used as a positive control group.
Polymerase chain reaction (PCR) and reverse transcription-PCR were used
retrospectively to search for genomes of T. gondii and cardiotropic viruses
(enterovirus, adenovirus, influenza A e B, cytomegalovirus, parvovirus B19
and herpes simplex) in the surgical material. All clinical and surgical reports
were reviewed, including follow-ups and 16 coronary
cineangiocardiographies. RESULTS: Ventricular endocardium was thickened
by superficial acellular hyaline collagen fibers type | and IIl. Type-IV collagen
fibers were seen only around vessels. Focal chronic inflammatory infiltrate
with T-lymphocytes, macrophages and a few B-lymphocytes was seen
around blood vessels with a peculiar pattern of vascular changes and
numerous lymphatics within the endocardium. The superficial myocardium
showed borderline myocarditis (Dallas criteria). RNA and DNA were



successfully extracted from 12/36 samples. Infective agents were detected in
6/12 (50%) patients; two of them were positive for cytomegalovirus (CMV),
two for enterovirus (EV), one for both (CMV and EV) and one for T. gondii.
No histopathological differences between surgical samples and autopsy
fragments were observed. Vascular blush or neovascularity was detected in
9 of the 16 coronary cineangiocardiographies reviewed. Clinicopathologic
characteristics are associated neither with infective genomes in the
endocardium nor with vascular blush. CONCLUSIONS: Results indicate that
there is an non especific chronic inflammatory process maintained by an
anomalous vascular net rich in lymphatics situated deep within the
endocardium. This angiolymphatic web probably contributes to the
maintenance of the fibrotic plaque and might be considered an important
pathological finding concerning in the pathogenesis of EMF.
Histopathological changes as seen in surgical material are diagnostic of
EMF. Molecular analysis of the endomyocardium revealed high incidence of
cardiotropic infective agents, but their role in the pathogenesis of the disease
is still controversial.

Descriptors:  1.Endomyocardial fibrosis/pathology; 2.Restrictive
cardiomyopathy/pathology;  3.Restrictive  cardiomyopathy/etiology;
4.Immunohistochemistry; 5.Surgical pathology; 6.Polymerase chain reaction
(PCR); 7.Reverse transcription - polymerase chain reaction; 8.Retrospective
studies.
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Introdugéo 2

A endomiocardiofibrose (EMF) € uma forma rara de miocardiopatia de
etiologia desconhecida. Sua caracteristica mais marcante consiste no
espessamento macico e por vezes calcificado do endocardio do apice e via
de entrada de um ou de ambos os ventriculos. Essa lesdo provoca
dificuldade no enchimento da camara ventricular correspondente, causando
sintomas de insuficiéncia cardiaca de padrao restritivo.

Deve-se a descricdo da EMF a partir de dados macroscoépicos de
casos de necropsia a um grupo de médicos ingleses que trabalharam em
Uganda na época colonial, em meados do século XX. A primeira notificagao
foi feita em 1938 pelo cardiologista inglés Arthur Williams', citado por
Somers [Somers, 1993], que identificou placas extensas de fibrose na
parede ventricular do coragdo em dois pacientes que faleceram por
insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia mitral. As alteracbes eram inusitadas e
foram interpretadas, de acordo com os conhecimentos da época, como
decorrentes de miocardite sifilitica.

Oito anos depois, em 1946, Bedford e Kostam fizeram um breve relato
a Sociedade Britanica de Cardiologia sobre um grupo heterogéneo de
quarenta soldados africanos jovens, todos eles com vinte a trinta anos de

idade, provenientes da costa oeste africana e portadores de insuficiéncia

' Williams A.W. Heart disease in the native population of Uganda. Part I: Syphilitic Heart Disease. East
Afr Med J 1938, 15:279.



Introdugéo 3

cardiaca de causa desconhecida. Em alguns dos 17 que faleceram em
ambiente hospitalar (numero indefinido no original), os autores observaram
"necrose subendocérdica extensa e fibrose sem reacdo inflamatoria
apreciavel" [Bedford e Konstam, 1946].

O significado dessas lesdes foi definitivamente reconhecido em 1947
por JNP Davies, que na época trabalhava no Hospital Mulago, em Kampala,
Uganda. Ele realizou trés autdpsias sucessivas em pacientes jovens
portadores de insuficiéncia cardiaca grave, cujos coragdes exibiam fibrose
mural do endocardio ventricular. Apds uma revisao dos casos de autopsia da
mesma instituigdo, demonstrou que a condi¢ao era relativamente comum na
regiao e ocasionava alto indice de mortalidade, sendo sobrepujada apenas
pela aortite sifilitica como causa de morte cardiaca. Davies dedicou-se
exaustivamente ao estudo da entidade, que se tornou objeto de tese
defendida em Bristol, Inglaterra, em 19482, em seguida publicada com o
nome “fibrose endocardica” (“Endocardial fibrosis in Africans” no original)
[Davies, 1948]. Nos anos seguintes, Ball e Williams, auxiliados pelo préprio
Davies, fizeram a correlagdo anatomoclinica, estabeleceram critérios clinicos
diagnosticos e publicaram estudo detalhado sobre a clinica e a patologia da
doenga, j@ com o nome definitivo de “endomiocardiofibrose”
(“Endomyocardial Fibrosis”) [Ball et al, 1954] [Davies e Ball, 1955].
Constataram também a maior prevaléncia da doenga entre os imigrantes ao
sul de Uganda, regido de floresta quente e umida que atualmente

corresponde a Rwanda e Burundi.

? Davies JNP. Endomyocardial necrosis. A heart disease of obscure aetiology in Africans.
MD Thesis: University of Bristol. 1948.
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Na década de 60, a Africa central concentrou pesquisadores
provenientes de diversos paises interessados em Cardiologia, os quais
definiram as caracteristicas  eletrocardiograficas, hemodindmicas,
radiologicas, além de aspectos da historia natural da EMF [Williams e
Somers, 1960] [Shillingford e Somers, 1961] [Cockshott, 1965]. Na mesma
época, entre 1963 e 1967, Connor, financiado pela AFIP (Armed Forces
Institute of Pathology) e pela OMS, realizou em Uganda o estudo
clinicopatolégico mais completo e minucioso da doenga, o qual foi publicado
em 1967 e 1968 em duas partes. Além disso, propds, em homenagem ao
patologista inglés, que a EMF fosse chamada "Doenga de Davies", nome
pelo qual ainda é conhecida [Connor et al, 1967, 1968].

A medida que os novos conhecimentos se difundiam na literatura
mundial, casos semelhantes foram sendo descritos em outras regides, a
principio em paises africanos vizinhos de Uganda, como Nigéria, Congo,
Tanzania, Sudao, Costa do Marfim e mais tarde nos demais continentes,
sobretudo em regides tropicais como india, Brasil, Coldmbia, Venezuela,
México, Ceilao (atual Sri Lanka), Egito, e outros. Com isso, foi-se
delineando uma distribuicao geografica peculiar e intrigante, praticamente
restrita a regido equatorial, entre os paralelos 15°e a linha do equador.
No Brasil, curiosamente, o primeiro caso foi relatado no Rio Grande do
Sul em 1963, por Mattos et al. No ano seguinte, Andrade e Guimaraes
descreveram quatro outros casos de necropsia em Salvador, Bahia, e em
seguida novos casos foram identificados em todo o pais [Andrade e

Guimaraes, 1964].
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Em 1965, num encontro promovido pela OMS em Kampala, a EMF foi
reconhecida como uma nova entidade e foram definidos nomenclatura e
critérios diagndsticos, inclusive para o diagnostico diferencial com outras
miocardiopatias e com a pericardite constritiva.

Cerca de 60 anos apos sua identificagcdo, a EMF permanece como a
principal causa de miocardiopatia restritiva da regiao tropical. A doencga
continua a ter maior prevaléncia na Africa equatorial, especialmente em
Uganda, Nigéria e paises vizinhos, onde constitui uma das principais causas
de insuficiéncia cardiaca [Mayosi, 2007]. Nessa regido, 15 a 25% dos 6bitos
por doenca cardiaca sao atribuidos a EMF [Kushwaha et al, 1997].
Em Uganda é tida como a doenga cardiaca mais comum nos hospitais da
regido, respondendo por quase 20% dos diagnosticos dos servigos de
ecocardiografia [Mayosi, 2007]. Também é encontrada esporadicamente em
regides temperadas. No Brasil sua incidéncia é intermediaria se comparada
a outros paises, porém constitui a primeira causa de miocardiopatia
restritiva. Embora considerada mais freqiente no norte e nordeste do pais,
faltam estudos epidemioldgicos conclusivos a respeito do tema. Guimaraes
(1993) fez referéncia a EMF como causa de &bito por doenga cardiaca em
1,6% de 734 autdpsias de pacientes cardiacos realizadas no Hospital da
Universidade de Medicina da Bahia, num periodo de 20 anos. Em Sao
Paulo, o Instituto do Coragao (InCor) atendeu no ambulatério num periodo
de 25 anos (de 1978 a 2003) cerca de 220 pacientes com EMF provenientes
de varias regides do pais. A partir de 2000, aparentemente, a incidéncia da
doenca vem diminuindo em todo o pais, talvez em decorréncia da melhoria

das condic¢des de vida da populagao nas ultimas décadas.
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A EMF acomete preferencialmente individuos jovens, de baixo nivel
socioecondmico, em geral da zona rural e com caréncia nutricional
[Rutakingirwa et al, 1999]. Apresenta dois picos de incidéncia, um em
criangas e adolescentes dos 10 aos 15 anos, com incidéncia semelhante
entre os dois sexos, como ocorre na india e Uganda; outro em adultos
jovens em torno dos 30 anos. Em nosso meio € mais frequente em adultos
jovens do sexo feminino na proporcdo de até 5:1 [Guimardes, 1993],
enquanto em alguns outros paises, como na Nigéria ocorre predominio do
sexo masculino na proporcao de 2:1 [Rutakingirwa et al 1999] [Sliwa et al,
2005]. Em paises africanos a EMF foi também descrita em europeus que
moraram na regiao temporariamente, o que evidenciou que a doenga nao
pode ser explicada apenas por fator étnico [Beck e Schrire, 1972].
Além disso, nos ultimos anos a eclosao da epidemia de AIDS nao alterou a
incidéncia da EMF no continente africano [Mayosi, 2007].

A lesdo anatomopatologica classica, tipica e inconfundivel
especialmente ao exame macroscopico do coragdo, consiste no
espessamento fibroso acentuado do endocardio do apice ventricular.
Tal espessamento se estende para a via de entrada, porém poupa
sistematicamente a via de saida ventricular. Freqientemente ocorrem focos
de calcificacdo e trombos recentes superficiais. Essa capa fibrosa envolve
também musculos papilares, provocando espessamento e encurtamento das
cordas tendineas, porém sem comprometer os folhetos valvares.
Pode ocorrer adesao tanto do folheto septal da tricuspide quanto do mural da

mitral ao endocardio ventricular subjacente. A fibrose penetra no miocardio
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superficial em forma de septos delicados, mas o miocardio e o pericardio
nao mostram alteragdes macroscopicas. O envolvimento biventricular € mais
comum em quase todas as regides, ocorrendo em média em torno de 50%
dos casos. Entretanto, o comprometimento isolado do ventriculo esquerdo é
mais frequente no Brasil, ocorrendo em cerca de 30% dos pacientes [Pereira
Barretto et al, 1996]. Nos demais paises predomina a doencga biventricular
ou isolada do ventriculo direito [Mayosi e Somers, 2007]. Curiosamente, no
Egito a doenga acomete apenas o ventriculo direito [Rashwan et al, 1995].
A doenga ndo compromete outros 6rgaos além do coragao.

Ao exame histologico notam-se duas camadas: uma mais superficial de
fibrose densa e hialina e outra de tecido conjuntivo frouxo com proliferagao de
vasos e escasso infiltrado inflamatério de permeio, localizada junto ao
miocardio. A fibrose € acompanhada ainda por proliferacdo exuberante e
desordenada de fibras elasticas. Essas alteragdes correspondem a lesao
cronica e sao vistas em pacientes que faleceram apds longo periodo de
evolugdo. Na&o se tem descricdo até o momento das lesdes
anatomopatoldgicas da fase inicial da doenca. As descrigdes macroscopicas e
histoldgicas foram tao ricamente detalhadas por Davies e Ball (1955) e depois
por Connor et al (1967, 1968) que outros patologistas em décadas seguintes
pouco tiveram a acrescentar. Em relacdo ao componente fibroso propriamente
dito pouco se avangou. Somente em 2001, Radhakumary et al realizaram
uma analise gel-eletroforética em macerado das lesdes apos digestao péptica,
e demonstraram que existe predominio do colageno | em relagdo ao Il

O infiltrado inflamatdrio, por ser escasso, permaneceu pouco explorado; é
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interessante notar que os eosindfilos sdo raros a histologia apesar da
ocorréncia de eosinofilia periférica em alguns pacientes [Patel et al, 1977].
Ressaltamos que as alteragdes vasculares receberam pouca atencdo na
literatura, muito embora os estudos originais tivessem indicado sua presenca
na lesao. Isso se deve em parte ao fato de ter ficado evidente que a EMF nao
€ uma doenca de origem primariamente isquémica, como demonstraram
Ferrer-Brown et al em 1972. Connor et al, em 1968, e Andrade e Teixeira, em
1973, chamaram a atencdo para a presenca de alteragdes morfoldgicas em
arteriolas e vasos coronarianos de pequeno calibre, tanto nas areas de fibrose
endocardica como na espessura do miocardio. Uma década depois, com o
avango da cineangiocoronariografia, Balakrishan et al (1983) indicaram
alteragcdes de imagem na circulagao coronariana terminal, sugestivas de
neovascularizagao. Mais recentemente, Higuchi et al, em 1999, e Bestetti, em
2003, discutiram a relevancia de lesdes estruturais da microcirculagdo em
outras miocardiopatias, especialmente nas formas chagasica, dilatada
idiopatica e hipertrofica, sem contudo se referirem especificamente a EMF.
Desde entdo o tema nao voltou a ser mencionado na literatura.

Os estudos anatomopatologicos realizados em material de bidpsia
endomiocardica na EMF s&o raros e em geral envolvem pequena casuistica
[Somers et al, 1971] [Chopra et al, 1990]. As lesbes encontradas sao
semelhantes as descritas em material de necropsia, porém, em nosso meio,
devido a dificuldade de obtengcdo de amostras significativas e ao avango de
métodos diagndsticos nao invasivos, o método foi praticamente abandonado

[Pereira Barretto et al, 1986]. Curiosamente, ao longo destes anos, néo
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foram identificadas, quer em necropsias quer em material de bidpsia, lesbes
morfolégicas que pudessem corresponder de forma inequivoca as fases
iniciais da doencga [Lira, 1996].

Do ponto de vista clinico, a EMF é considerada doenca grave, de
evolucao lenta e fatal, apesar dos avancgos recentes tanto no diagndstico
como no seu tratamento. A historia natural ainda n&o esta bem esclarecida
e permanecem pontos obscuros, especialmente referentes ao inicio da
doenca. Nos paises africanos € comum o relato de episdédio de febre,
calafrios, edema facial e urticaria precedendo o quadro cardiaco em 20 a
30% dos casos, enquanto que no Brasil e na india essa ocorréncia é rara
[Sliwa et al, 2005]. As caracteristicas clinicas dependem do estagio da
doenga, do envolvimento anatdmico do coracdo e da presenca de
insuficiéncia valvar atrioventricular. Em geral, o quadro clinico tem inicio
insidioso, caracterizado por sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca.
No comprometimento ventricular direito ou biventricular, que compreende
cerca de 70% dos pacientes no Brasil, os sintomas predominantes sao
decorrentes de insuficiéncia tricuspide, sendo frequentes ascite,
hepatoesplenomegalia, estase jugular, derrame pericardico e edema
refratario de membros inferiores [Pereira Baretto e Pilleggi, 1988]. A ascite
nesses casos € o sintoma mais comum (52%), sendo freqluentemente
volumosa e acompanhada por discreto edema de membros inferiores.
Sua presenca indica comprometimento mais intenso do ventriculo direito e
€ fator de pior progndstico [Pereira Barretto et al, 2002]. Ja a insuficiéncia

valvar mitral na vigéncia de quadro de insuficiéncia cardiaca direita é
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indicio de comprometimento biventricular [Salemi e Mady, 2003].
No comprometimento preponderante do ventriculo esquerdo, predominam
os sintomas de insuficiéncia mitral, com dispnéia, ortopnéia e edema
pulmonar [Connor et al, 1967] [Gupta et al, 1989]. Entre nds, 32% dos
pacientes com doencga isolada de ventriculo esquerdo sao pouco sintomaticos
e o diagndstico é feito por acaso, durante investigagao de insuficiéncia mitral
ou de dor precordial [Pereira Barretto e Pilleggi, 1988]. Os mesmos autores
referiram a presenca de dor precordial atipica em 17,9% dos pacientes
oligossintomaticos com doenga acometendo isoladamente o ventriculo
esquerdo. As arritmias supraventriculares sdo comuns (60%), principalmente
a fibrilag&o atrial, presente em 32% dos casos com doenga biventricular ou do
ventriculo direito. A fibrilacao atrial constitui fator de pior prognostico em
pacientes clinicamente tratados [Pereira Barretto et al, 1998]. Uma vez
instalado o quadro de insuficiéncia cardiaca, o progndstico geral é grave, com
alta taxa de mortalidade. D’Arbela et al, em 1972, referiram ébito de 50% dos
pacientes nos primeiros dois anos de evolugdo principalmente por
insuficiéncia cardiaca refrataria Em Kerala, na india, Balakrishnan et al
relataram sobrevida de 5 anos em 53% dos pacientes com tratamento clinico
[Balakrishnan et al, 1993].

O aprimoramento técnico dos métodos diagndsticos através de
imagem a partir dos anos 80, com o advento do ecocardiograma
bidimensional, do transesofagico e do ecodopplercardiograma, tornou
possivel avaliacdo mais acurada e completa do sistema cardiovascular, com

baixo custo € menor risco para o paciente. Esses métodos facilitaram o
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diagnodstico e o manuseio da EMF [Brindeiro e Cavalcanti, 1996].
A identificagao de fibrose ventricular associada a sinais de restricao diastdlica
ou de refluxo valvar praticamente define a doenca, porém o “padrao ouro”
para os casos duvidosos continua a ser o estudo hemodindmico com
ventriculografia. Mais recentemente, a cineangioressonancia nuclear
magnética tem colaborado no diagndstico, porém a tecnologia nao é de facil
acesso em nosso meio [Cury, 2005].

O diagnéstico clinico diferencial da EMF com acometimento
predominante de camara direita deve ser feito com a pericardite constritiva e
especialmente com a anomalia de Ebstein [Alipour et al, 1980]. Para a
doencga predominante a esquerda, o diagndstico diferencial se impde com a
insuficiéncia mitral, a doenca reumatica e a miocardiopatia dilatada
(idiopatica, chagasica ou isquémica) com trombo apical [Salemi e Mady,
2003]. Do ponto de vista anatomopatolégico devem ser diferenciadas da
EMF outras lesbes que causam espessamento endocardico, tais como a
fibroelastose endocardica, a lesdo endocardica da sindrome carcindide e os
trombos murais pos infarto do miocardio ou associados a miocardiopatia
chagasica [Kushwaha et al, 1997]. Para tanto, os critérios macroscopicos e
histolégicos descritos por Davies continuam fundamentais.

A evolucdo natural da moléstia foi modificada nas ultimas décadas
devido a progressos importantes tanto no diagndstico como no tratamento,
em particular no tratamento cirurgico, o qual acompanhou a evolugao
recente da especialidade. Em 1976, Dubost et al descreveram a técnica para

ressecgao cirurgica da fibrose endocardica. Nos casos de insuficiéncia
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valvar associada, a resseccdo era acompanhada de troca das valvas
atrioventriculares por protese. A técnica abriu uma nova perspectiva para os
doentes graves, fortemente sintomaticos, que responderam bem ao
tratamento [Mady et al 1989]. A técnica original foi modificada em 1990 por
Oliveira et al. Esses autores propuseram novo acesso a cavidade ventricular
através da parede anterior do ventriculo esquerdo ou do préprio anel valvar
tricuspideo para atingir o ventriculo direito, bem como recurso a plastia
valvar em lugar da troca das valvas. As inovagdes permitiram preservar as
valvas atrioventriculares e a funcao ventricular, tendo contribuido para a
queda das complicagbes cirurgicas tardias decorrentes da troca valvar.
Os pacientes evoluiram com regressdo importante da classe funcional da
insuficiéncia cardiaca, havendo raros casos de recidiva da lesao [Oliveira et
al, 1996] [Moraes et al, 1999]. Com o advento das ressecgdes cirurgicas, um
material diferente do obtido por necropsias foi ofertado aos patologistas,
aparentemente abrindo um novo caminho no estudo do diagnostico e
etiopatogenia da doenca.

Ao longo desses anos, surgiram sucessivos estudos sobre a
etiologia da doencga, todos, contudo, inconclusivos. Em um dos seus
trabalhos, Davies apontou como possiveis fatores etiolégicos as infeccdes
virais, as reagdes antigeno-anticorpo e a desnutricao [Davies e Ball, 1955].
As pesquisas se aprofundaram nos anos subsequentes a partir dessas
hipoteses. Acreditou-se inicialmente que a EMF fosse uma manifestacao
incomum da doenca reumatica, freqliente na Africa, o que ndo se

comprovou [Shaper, 1966]. Surgiram estudos relacionando a doenga a



Introdugéo 13

agentes infecciosos, inicialmente ao plasmodio, ja que a malaria é
endémica na regido equatorial, mas a hipotese nado se confirmou nem
clinica nem experimentalmente [Shaper, 1993]. Os agentes virais e os
protozoarios também foram lembrados. Em 1990, ljaola e Falase na
Nigéria, investigaram a presenca de anticorpos contra Toxoplasma gondii e
para o virus coxsackie B e o arbovirus no soro de pacientes portadores da
doenga e compararam os resultados com os de individuos normais de zona
endémica. Encontraram resultado negativo para virus e positivo em todas
as amostras para T. gondii. Os resultados positivos, todavia, nao
apresentaram valor estatistico em relagdo ao grupo controle.

Aventou-se a possibilidade de relagao da EMF com desnutrigdo cronica
associada a excesso de vitamina D decorrente de dieta rica em carboidrato e
pobre em proteinas, pela ingestdo de “cassava”, um tipo de tubérculo
semelhante & mandioca muito comum na Africa central [Davies H; 1993].
Considerou-se igualmente a possibilidade de a doenca decorrer da ingestao
regular de alimentos como um tipo de banana com alta concentracéo de
5-hidroxi-triptamina e pouco triptofano [Ojo, 1970]. Ambas as hipéteses néo
foram comprovadas por outros autores. A origem auto-imune também foi
aventada, sem sucesso [van der Geld, et al, 1966] [Kartha et al, 1984].
No final da década de 80, Valiathan et al propuseram uma teoria
patogenética alternativa baseada na distribuicdo da EMF no sudoeste da
india em regiées de solo rico em minério monazitico, como Kerala. A EMF
seria a expressao cardiaca da interacdao de elementos quimicos envolvendo

a substituicdo do magnésio por cerium e torium na fibra miocardica
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[Valiathan e Kartha, 1990]. A teoria geoquimica foi bem recebida naquele
pais, mas nao foi comprovada em outras regides, inclusive no Brasil.
Nenhuma das teorias propostas se sustentou por muito tempo, exceto
a de Brockington e Olsen (1973) que chamaram a atencdo para a
semelhanga morfoldgica entre a EMF tropical e os estadios finais da doenca
endomiocardica de Loffler, considerando-as estadios diferentes da mesma
doenca [Brockington e Olsen’ 1973]. Tal teoria ficou conhecida como unicista
[Oakley e Olsen, 1977]. O mesmo grupo de pesquisadores sugeriu que a
agressao tecidual inicial ocorreria na interface endocardio/miocardio pela
acao direta de eosindfilos ou por produtos cardiotoxicos de sua
degranulagao, seguida de trombose mural e substituigao por fibrose [Olsen e
Spry, 1985]. De acordo com essa teoria, as lesbes na EMF poderiam ser
causadas por infestagdes parasitarias via eosinofilia. Apesar de valida em
alguns aspectos, principalmente para a doenga de Loffler, a teoria unicista
foi contestada por mais de duas décadas por varios grupos de
pesquisadores dedicados ao estudo da variante tropical, sendo ainda hoje
controversa [Mayosi e Somers, 2007]. De inicio, porque na EMF as trés
fases sdo meramente especulativas, pois até 0 momento nao se identificou a
lesdo anatomopatoldgica inicial. Quanto ao papel dos eosindfilos, ainda néo
se tem uma conclusao definitiva. De fato, os pacientes portadores de EMF
frequentemente apresentam eosinofilia periférica, reconhecida desde a
descricdo da doenca. Todavia ela € uma caracteristica inconstante e s6
raramente os eosindfilos sdo encontrados a histologia [Patel et al, 1977].

Deve-se notar que a eosinofilia periférica € muito comum em individuos
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sadios da regiao tropical, e dificimente poderia ser considerada fator causal
da EMF [Viana et al, 1990]. Varios pesquisadores, particularmente na
Nigéria e no Egito, tentaram correlacionar a EMF a agentes infecciosos
parasitarios que desencadeariam eosinofilia inicial, sem contudo, obter
comprovacgao definitiva [Andy et al, 1977 e 1981] [Jaiyesimi et al, 1982]
[Andy, 2001]. Além desses aspectos, existem também diferencas
epidemiolodgicas, geograficas e clinicas entre as duas entidades. Por todos
esses motivos, embora a EMF e a doenca de Loffler tenham aspectos
comuns, atualmente a tendéncia mundial é de considera-las como doencgas
distintas até que novos dados surjam na literatura [Braunwald, 2001].

Desde que ficou comprovada a ocorréncia relativamente freqlente da
EMF no Brasil, o pais tem contribuido para o estudo da doenca em trés
grandes centros: Salvador, Recife e Sao Paulo. Nas décadas de 60 e 70, o
grupo de Salvador se destacou principalmente em  estudos
anatomopatoldgicos e clinicos [Andrade et al, 1964, 1973] [Guimaraes et al,
1971]. O grupo atuante em Recife permanece em evidéncia principalmente
nas areas de patologia, cirurgia e métodos diagnaosticos [Lira, 1996] [Brindeiro
et al, 1996] [Moraes et al, 1999]. No que diz respeito a Sao Paulo, a partir da
década de 80 o InCor passou a acompanhar um numero consideravel de
pacientes portadores de EMF provenientes de todo o pais, tendo assumido
com isso um lugar de destaque na literatura. A dedicagdo dos pesquisadores
do grupo de miocardiopatias possibilitou avangos importantes nas areas
clinica e cirurgica, como a identificacdo de fatores progndsticos da doencga

[Pereira Barretto et al, 1989], o desenvolvimento de técnica operatéria menos
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agressiva e a avaliagdo do resultado dos diferentes tratamentos da doencga,
trabalhos ja citados anteriormente. As pesquisas tém prosseguido nas areas
clinica e de métodos de imagem [Salemi, 2002] [Salemi e Mady, 2004] [Senra
et al, 2007]. Apesar disso, os estudos sobre patologia e patogenia
permaneceram, de certa forma, estagnados.

O avanco da biologia molecular na década de 90 permitiu que
genomas de agentes infecciosos fossem detectados em varias outras
miocardiopatias através da reacdo de cadeia da polimerase (PCR).
Verificou-se a participacdo dos chamados virus cardiotrépicos (enterovirus,
adenovirus, citomegalovirus, parvovirus B19) na fibroelastose, na
miocardiopatia dilatada, nas miocardites agudas da infancia, na miocardite
fatal e na displasia ventricular direita arritmogénica entre outras [Keeling e
Tracy, 1994] [Ni, 1997] [Li et al, 2000] [Bowles et al, 2002] [Calabrese et al,
2002] [Kyto et al, 2005]. Por isso achamos oportuna a investigagao pioneira
de agentes infecciosos cardiotrépicos em tecido cardiaco proveniente de
resseccao cirurgica de EMF. Semelhante pesquisa poderia contribuir para o

esclarecimento de sua etiopatogenia.
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Os objetivos do presente trabalho sao:

1- descrever os aspectos morfologicos de espécimes provenientes de
resseccgao cirurgica de EMF, comparando-os com aqueles provenientes
de autopsias, a fim de verificar se aqueles podem ser efetivamente
empregados para diagnostico histologico da doenga. Os aspectos
morfolégicos devem ser correlacionados aos dados clinicos, laboratoriais

e de imagem dos pacientes;

2- avaliar de forma descritiva e, quando possivel, quantitativa os trés
aspectos morfolégicos principais da doenga: colageno, infiltrado
inflamatério e vasos coronarianos terminais, utilizando a microscopia

Optica comum e técnicas de imunoistoquimica;

3- avangar na discussao da etiopatogenia da moléstia pela investigagao de
acidos nucléicos de agentes infecciosos cardiotropicos no tecido cardiaco.
Para tanto devem ser utilizadas técnicas de biologia molecular em

material proveniente de resseccéao cirurgica.
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O protocolo desse estudo retrospectivo, tipo série de casos, teve a
aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o numero SDC 2354/03/148

(Apéndice).

3.1 Casuistica

Os laudos dos pacientes submetidos a ressecg¢ao cirurgica de
EMF no periodo compreendido entre 1991 e 2005 foram obtidos nos
arquivos do Laboratério de Anatomia Patolégica do InCor. Todos os
pacientes foram acompanhados na Instituicdo com diagndstico clinico de
EMF comprovada por ecocardiografia e cineangiocardiografia. A partir
do numero de identificagao dos laudos, obtivemos os blocos de parafina
e laminas correspondentes. Inicialmente foram excluidos os casos cujos
blocos ndo estavam disponiveis ou com qualidade técnica
comprometida. A partir de analise preliminar das l|adminas, foram
selecionadas 35 amostras provenientes de 31 pacientes, que integraram

a casuistica de acordo com os seguintes critérios: (1) amostras contendo
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obrigatoriamente representagdo da lesdo endocardica ventricular e do
miocardio adjacente, sempre a maior possivel; (2) amostras com menor
quantidade de trombos e de material calcificado, ndo submetidas a
descalcificagdo quimica severa prolongada.

Também foram selecionados nove coragcbes provenientes de
autéopsias completas de pacientes com diagnéstico clinico e
anatomopatolégico prévio de EMF, ndo submetidos a cirurgia de resseccgao e
que faleceram na Instituicdo por intercorréncia clinica no periodo
compreendido entre 1980 a 1992. Esses casos compuseram o grupo controle
positivo da doenca, e foram selecionados de acordo com o0s seguintes
critérios: (1) 6rgaos completos e adequadamente conservados em solugao
fixadora de formalina a 10%; e (2) presenga de todos os critérios classicos
caracteristicos da EMF, descritos por JNP Davies, em pelo menos uma
cavidade ventricular [Davies e Ball, 1955]. Foram feitos cortes histologicos
desses coragdes compreendendo a parede livre e ponta de ambos os
ventriculos, que serviram como padrao de referéncia positivo da doenca.

Os cortes em questao abrangeram a lesao endocardica € o miocardio vizinho.

3.2 Métodos

Cortes histoléogicos de 4um de espessura foram corados pela
hematoxilina—eosina (HE), tricémico de Masson, Verhoeff e reticulina, de

acordo com padronizagdes habituais.
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Para a realizagao de reacdes imunoistoquimicas, cortes histoldgicos
de 4um de espessura foram colocados em laminas de vidro tratadas com
3-amino-propil-trietoxisilano. A parafina foi removida com xilol e os cortes
foram reidratados em solugbes com concentragdes decrescentes de etanol

até agua destilada.

3.21 Método imunoistoquimico para identificacao de colagenos

tipos I, lll e IV

A recuperagao antigénica foi feita de forma diferenciada: para a
marcacao dos colagenos | e lll os cortes foram imersos em solugdo de
1mg/ml de pepsina em 0,5M de acido acético, por 180 minutos em banho-
maria, a 37°C; para a marcagao do colageno IV as laminas foram colocadas
em tampao citrato de sodio 0,01M/l em pH 6,0 e aquecidos em banho-maria
por 45 minutos. A seguir os cortes foram lavados em PBS (“phosphate buffer
saline”). A peroxidase endégena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio a
3%, em 3 banhos de 5 minutos cada. Para bloqueio das proteinas nao
especificas, as laminas foram incubadas na solucdo bloqueadora
(“Protein Block™-Dako), a 37°C, por 60 minutos.

A incubagédo com os anticorpos primarios foi feita em geladeira a 4°C,

durante 18 horas. Os anticorpos utilizados e suas diluicdes estdo na tabela 1.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados na identificagcao dos colagenos

ANTIGENO CLONE MARCA DILUICAO
Colageno | policlonal Biogenesis 1/2200
Colageno lll policlonal Biogenesis 1/2200
Colageno IV M785 Dako 1/200

A reatividade foi detectada através de incubagdo com anticorpos
secundarios conjugados com a biotina multi-espécies (kit LSAB, K690, Dako);
o terceiro reagente foi o complexo estreptavidina-peroxidase (kit LSAB, cod.
K690, Dako). Para visualizagédo das ligagdes antigeno-anticorpo, foi empregado
como cromogeno 3,3 tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB- cod 5637,
Sigma), seguido por leve contracoloragéo por hematoxilina de Harris.

Cortes histolégicos de pele, rim e figado sem alteragbes histoldgicas
serviram como controles positivos para as reagoes. A reacao foi considerada
positiva nos controles quando havia coloracdo em fibras conjuntivas.
Em todas as laminas coradas pela reagao imunoistoquimica foram também

procurados controles internos de “positividade”.

3.2.2 Método imunoistoquimico para caracterizagdo de células

inflamatoérias

Foi realizada marcacdo imunoistoquimica para os anticorpos CD3,
CD20 e CDG68, visando, respectivamente, a identificagcdo de linfocitos de

linhagens T e B e de macrdéfagos nos blocos de parafina de 15 casos
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selecionados aleatoriamente de acordo com a maior quantidade de
material disponivel.

Para recuperacdo antigénica os cortes foram imersos em tampao
citrato (0,01M/l) em pH 6,0 e aquecidos em microondas por duas vezes
durante 9 minutos para o CD20 e CD68, e em panela de pressao por 2
minutos para o CD3. A seguir foram lavados em PBS.

A peroxidase endégena foi bloqueada em solucdo de perdxido de
hidrogénio (20 v) com duas imersdes de 10 minutos cada. Para o CD3 foi feito
bloqueio de reagdes inespecificas com solugao de leite em p6 desnatado a 6%
em PBS por 10 minutos.

A incubagao com os anticorpos primarios foi feita em geladeira a 4°C,

por 24 horas. A tabela 2 mostra os anticorpos utilizados e suas dilui¢cdes.

Tabela 2 - Anticorpos utilizados na marcacgao de células inflamatoérias

ANTIGENO CLONE MARCA DILUIGAO
CD68 M0814 Dako 1/1000
CD20 M75 Dako 1/80
CD3 A0452 Dako 1/30

A reatividade foi detectada através de incubacdo com os anticorpos
secundarios Envision (Envision System Labelled Polymer, cod K1490, Dako).
Foi empregado na revelagdo o cromogeno 3,3 tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB, cod.5637, Sigma). Por ultimo, as laminas foram

contracoradas por hematoxilina de Carazzi.
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Cortes histolégicos de linfonodo sem alteragdes histolégicas serviram
como controle positivo para as reagdes. A reacao foi considerada positiva
nas amostras com coloracdo para CD20 e CD68 e CD3. Em todas as
laminas coradas por reagao imunoistoquimica foram também procurados

controles internos de “positividade”.

3.2.3 Método imunoistoquimico para detec¢ao de linfaticos

Foi realizada a marcacao de linfaticos pela podoplanina (D2-40) em
dezoito casos da casuistica selecionados aleatoriamente de acordo com a
disponibilidade de material. Além disso, a reacao foi simultaneamente
realizada em trés casos do grupo de autdpsia, em dois casos de miocardio
sem alteragdes histolégicas e em outros seis casos de trombo mural da
parede ventricular de outra etiologia (trés por lesdo chagasica crénica e trés
pos infarto do miocardio). Os seis casos foram comparados a nossa amostra.

A peroxidase endégena foi bloqueada com solugcdo de peréxido de
hidrogénio (20 v) com duas imersdes de 10 minutos cada. Nao foi
necessario fazer a recuperacao antigénica.

A incubacdo com o anticorpo primario foi feita durante 24 horas
(“overnight”) em geladeira, a 4°C, utilizando-se o anticorpo monoclonal D2-
40 (M 3619, Dako), diluido a 1:100 em PBS.

A reatividade foi detectada através de incubagcdo com o anticorpo
secundario Envision (Envision System Labelled Polymer, cod K1490, Dako).

Por fim as laminas foram contracoradas por hematoxilina de Carazzi.
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Adicionalmente, para melhor visualizagdo da reagdo, nos mesmos
casos foi realizada a reacao utilizando-se a fosfatase alcalina como
marcador, com as seguintes modificacbes: a etapa de bloqueio da
peroxidase enddégena foi eliminada; o anticorpo secundario foi o Envision
(Envision Labelled Polymer-AP mouse/rabbitt”, cod. K4017, Dako); e a
revelagao foi feita com “Liquid Permanent red”.

A reacao foi considerada positiva nas amostras com coloracao intensa
no endotélio do vaso. Em todas as laminas coradas foram também

procurados controles internos de “positividade”.

3.2.4 Critérios para avaliagcao histolégica do endocardio

A partir do exame de cortes corados pelo HE, tricomico de Masson,
Verhoeff, reticulina e marcagado imunoistoquimica, os seguintes itens no
endocardio foram avaliados: (1) o espessamento fibroso quanto a
intensidade, a densidade e ao aspecto histoldégico da fibrose, bem como
quanto a presencga, a intensidade e a distribuicdo de fibras elasticas e
reticulinicas; (2) o infiltrado inflamatério quanto a intensidade, a distribuicéo e
ao tipo celular; (3) os vasos subendocardicos quanto a intensidade da
proliferacdo, ao calibre, a alteragdo dos constituintes da parede e a
disposicao de vasos linfaticos na leséo; (4) a presenca de calcificagao; e, por
ultimo (5) a presenga de trombos aderidos a superficie endocardica.

Foram avaliados semi-quantitativamente, com graduacao de zero a

trés, a intensidade da fibrose, a intensidade dos diversos tipos de fibras
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colagenas, a proliferacao de fibras elasticas e reticulinicas, bem como a
intensidade do infiltrado inflamatério e da proliferacdo vascular. Foram
considerados “zero” (0): a auséncia do aspecto avaliado, “um” (1+): grau

leve, “dois” (2+): grau moderado e “trés” (3+): grau intenso.

3.24.1 Critérios para avaliacdio do componente fibroso

endocardico

Para avaliagdo da fibrose endocardica foi utilizada objetiva de menor
aumento (4X), pelo HE e tricbmico de Masson, sendo considerado grau leve:
espessamento fibroconjuntivo regular ou nao, menor que 1 mm;
grau moderado: espessamento fibroconjuntivo regular, denso ou nao, com
espessura intermediaria entre 1 e 2 mm; grau intenso: espessamento
fibroconjuntivo regular, denso, com areas hialinas, maior que 2 mm, com
objetiva de menor aumento.

Para avaliagao dos trés tipos de colageno foi utilizada a respectiva
marcacao imunoistoquimica, em objetiva de aumento intermediario (10X)
ou de maior aumento (40X), sendo a marcacado considerada leve se a
positividade era focal, moderada se havia tendéncia a formacao de
grupos de fibras positivamente marcadas, e intensa quando a positividade
era homogénea.

Para avaliacido das fibras elasticas, coradas pelo Verhoeff, foram
utilizadas objetivas de menor aumento ou de aumento intermediario (10X),
sendo considerado grau leve: proliferagdo focal, irregularmente distribuida,

com fibras delicadas; grau moderado: proliferacdo de fibras em grupos
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tendendo a unido; e grau intenso: proliferacdo de fibras espessas,
irregulares, formando emaranhado denso e uniforme, as vezes em camadas.

Para avaliacéo das fibras reticulinicas pela coloracdo correspondente,
foi utilizada objetiva de grande aumento (40X) ou de imersado (100X), sendo
considerado grau leve: fibras delicadas, isoladas, de fraca intensidade de
coloracao, irregularmente distribuidas; grau moderado: fibras delicadas

tendendo a se unir; e intenso: fibras delicadas formando emaranhado nitido.

3.2.4.2 Critérios para avaliagdo do componente inflamatério

endocardico

Para avaliagcdo do infiltrado inflamatério, foram utilizadas a
coloracédo de HE e as reagdes imunoistoquimicas para linfécitos T, B e
macrofagos, sendo considerado grau leve: células inflamatérias, esparsas ou
em pequenos grupos isolados, visiveis apenas em objetiva de aumento
intermediario; moderado: células inflamatdrias dispostas em grupos maiores,
irregularmente distribuidos, visiveis em objetiva de pequeno aumento (4X)
ou de aumento intermediario (10X); e intenso: células inflamatdrias
regularmente distribuidas ou em grupos coalescentes, visiveis em objetiva
de pequeno aumento (4X).

Na faixa fibrosa endocardica, foi realizada avaliagao quantitativa de
células inflamatoérias positivamente marcadas por imunoistoquimica para
se determinar a propor¢cao entre elas na area de lesdo endocardica.
Para tanto, foi selecionado aleatoriamente um subgrupo de nove casos, de

acordo com a quantidade e qualidade da amostra, e feita a contagem de
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células positivamente marcadas em dez campos de grande aumento (400x).
Foi utilizado o programa Axion-vision 0.3 Zeiss, acoplado a microscopio
Zeiss e sistema de analise de imagens, sendo que cada campo de grande
aumento correspondia a 0,037mm?2. Foram selecionados os campos com
maior intensidade de inflamagao, sendo também realizada a contagem de
eosindfilos identificados ao HE, nas mesmas areas e da mesma maneira.
A proporgao relativa das células inflamatdrias foi calculada dividindo-se o
namero de células contadas pelo numero total de células inflamatérias,

multiplicando-se o resultado por 100.

3.24.3 Critérios para avaliacgdio do componente vascular

endocardico

Para avaliacdo dos vasos no endocardio, foram utilizadas as
coloragcbes de HE, Masson, Verhoeff e marcagcao imunoistoquimica para
endotélio linfatico, sendo a proliferacdo considerada de grau leve:
vasos isolados, distantes entre si, sem alteragdes estruturais da parede, com
menos de cinco vasos identificados em objetiva de aumento intermediario
(10X); grau moderado: vasos agrupados, irregularmente distribuidos,
ocasionalmente com alteragdes na parede; e intenso: numerosos vasos
agrupados, a maioria com alteragdes estruturais na parede, com mais de 10
vasos por campo em objetiva de aumento intermediario (10X).

Foi avaliada em porcentagem a proporg¢ao de linfaticos sobre o total
de vasos na area de lesdo endocardica. Para isso selecionamos

aleatoriamente, de acordo com a qualidade e tamanho do corte histoldgico,
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oito casos da nossa casuistica, além de seis casos de trombo mural para
comparagao da reacdo, sendo trés pds infarto e trés por lesdo chagasica
cronica. Essas laminas foram analisadas a microscopia 6ptica comum, com
contagem dos vasos positivamente marcados nas areas de maior
concentracdo vascular endocardica, sobre o total de vasos presentes
naquela area (proporgao simples, em porcentagem) em cinco campos
sucessivos com objetiva de 10X (com aumento final de 100X; area de um
campo de 170300 pm? microscopio Leica acoplado a computador com
captura de imagens).

Considerando que um subgrupo de pacientes portadores de EMF
apresentava dor precordial atipica, procuramos estudar a microcirculagao do
ponto de vista morfolégico e de imagem para tentar estabelecer possiveis
correlagdes entre o sintoma clinico de dor precordial atipica e alteragdes
vasculares. Com esse objetivo foi realizado estudo morfométrico dos
vasos sanguineos e linfaticos da regiao de lesdo endocardica para se
determinar o numero de vasos por unidade de area, a fracdo de area
ocupada por lumens vasculares e a porcentagem de espessura da parede
vascular, utilizando-se o método da interceptagdo linear definido por
Gundersen et al (1988). Foram selecionados 21 casos de nossa casuistica
(1° subgrupo) de acordo com critérios clinicos previamente estabelecidos,
ou seja, a presenca de dor precordial atipica e/ou de exames
cineangiocoronariograficos disponiveis para revisdo. O estudo foi feito em
microscopio Leica acoplado a computador com captura de imagem, usando-

se o programa LeicaQwin/Quantimet. De acordo com o plano piloto inicial,
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foram selecionados 20 campos sucessivos da regido endocardica de cada
caso, com aumento final de 200X. A contagem foi realizada com gradeado
de 221 pontos, area de cada campo de 158.700 ym? (Figura 1). Foi contado
0 numero total de vasos e, interpondo-se gradeado de 221 pontos, o0 numero
total de pontos incidentes sobre o endocardio (P tot), o lumen vascular
(P luz) e a parede vascular (P par). Foi entdo calculado o numero de
vasos/mm?. A fracdo de area ocupada pelos lumens vasculares (Lv) e a
porcentagem de espessura da parede vascular (Pv) foram calculadas
segundo as férmulas:

Lv= (Pluz/P tot) X 100

Pv = (Ppar/Pluz + Ppar)X 100

(margem de erro: 0,056)
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Figura 1 - Imagem de campo microscépico acoplado a sistema de captura de
imagem com gradeado de 221 pontos (HE, aumento original 200X) (# 27)
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3.2.4.4 Critério para avaliacao da calcificagcdo e de trombos

murais endocardicos

Foi feita avaliagao qualitativa quanto aos demais itens, calcificagao e

trombos murais.

3.2.5 Critérios para avaliagao histolégica do miocardio subendocardico

A partir do exame de cortes corados por HE, tricromico de Masson,
Verhoeff e marcagao imunoistoquimica, foram avaliadas no miocardio: (1) as
fibras musculares quanto a hipertrofia e a presenca de agressao por
infiltrado inflamatdrio; (2) a regularidade da interface endocardio/miocardio;
(3) a presenca e a intensidade de fibrose intersticial; (4) a presenga e o tipo
de infiltrado inflamatdrio intersticial e, por ultimo (5) a distribuigdo vascular e
linfatica no local. A proliferacdo fibroconjuntiva foi avaliada semi-
quantitativamente em quatro graus, sendo considerado zero quando
ausente, grau leve para proliferagao fibroconjuntiva delicada envolvendo
fibras isoladas, grau moderado para proliferagao fibroconjuntiva alargando o
intersticio, visivel em aumento intermediario (10X) e grau intenso para
fibrose bem estabelecida envolvendo grupos de fibras musculares e visivel
em objetiva de pequeno aumento (4X).

No miocardio foi feita contagem de células inflamatdrias positivamente
marcadas por imunoistoquimica por unidade de area (mm?) [Linder et al
1985] [Kuhl et al, 1996]. A contagem foi realizada em cinco campos de

grande aumento (400X), aleatoriamente escolhidos no miocardio subjacente
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a lesdo endocardica. Da mesma maneira, foi realizada a contagem de
eosindfilos identificados ao HE, segundo os mesmos critérios. Foi utilizado o
programa Axion-vision 0.3 Zeiss, acoplado a microscopio Zeiss e sistema de
analise de imagens, sendo que cada campo de grande aumento

correspondia a 0,037mm?.

3.2.6 Método para pesquisa de agentes infecciosos cardiotrépicos

Em parceria com o grupo do Prof. Gaetano Thiene do Departamento
de Patologia da Universidade de Padua, Italia, foi feita analise retrospectiva
por PCR e RT-PCR para a detecgao de acidos nucléicos do protozoario T.
gondii e de oito virus cardiotrépicos bem conhecidos: adenovirus, herpes
simples, virus Epstein-Barr (EBV), parvovirus B19, enterovirus (EV),
influenza A e B, e citomegalovirus (CMV), seguida de seqlienciamento dos
casos positivos. Para as reagdes, foi selecionado um subgrupo de casos
composto inicialmente por 36 amostras fixadas e incluidas em parafina, 12
das quais forneceram material adequado para analise (2° subgrupo).
Os mesmos procedimentos foram ainda realizados em 20 amostras de
miocardio de pacientes com doenga cardiaca nao inflamatéria (amostras
controle). Também foram incluidos nas reagdes controles positivos e
negativos os quais foram processados juntamente com as amostras.
Foram tomadas medidas padrao para evitar reacdes falso-positivas pela
contaminagao de produtos de PCR, incluindo-se a separacao fisica das

salas de reacao, reagentes em aliquotas, pipetas descartaveis e irradiagéao
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UV para o equipamento ndo descartavel. O material foi analisado sem
conhecimento prévio de dados clinicos.

Todos os procedimentos técnicos relativos a reacédo descritos a
seguir foram realizados pelo Departamento de Patologia da Escola de
Medicina da Universidade de Padua, na Italia. (A sensibilidade do
laboratdrio foi previamente definida em 1800 moléculas isoladas RNA/PFU)

[Calabrese et al, 2000].

3.2.6.1 Extragdo de RNA e DNA a partir do material incluido em

parafina

Para extragdo dos acidos nucleicos do material incluido em parafina
foram realizados quatro cortes histoldégicos de cada amostra, de oito um de
espessura, com cuidado de evitar a contaminagao entre as amostras.

A etapa inicial consistiu em remover a parafina dos cortes por meio da
adicao de xilol aquecido a 40°C aos tubos de microcentrifuga contendo as
amostras, com varios ciclos de centrifugacdo. Em seguida as amostras
foram lavadas com etanol absoluto para remocao do xilol, em varias etapas
seguidas de centrifugacdo, até se obter um precipitado (amostra
desidratada) que foi posto para secar a temperatura ambiente para
evaporacgao dos residuos de etanol.

As amostras desidratadas foram em seguida submetidas a processos
de digestdo e precipitagcdo para isolamento dos &acidos nucléicos pelo

método de fenol/cloroférmio com algumas diferengcas para DNA e RNA, de
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acordo com as técnicas de Shibata® (1992) e Stanta e Schneider* (1991),
citadas por Calabrese et al (2002), utilizando-se proteinase K e solugao
detergente. Apds varias etapas de centrifugacao, incubacao e congelamento
do material, o sobrenadante foi desprezado. O produto precipitado ou
“pellet”, correspondente ao DNA ou RNA extraido das amostras, foi
dissolvido em H20 milliQ estéril e estocado em temperatura adequada para

prosseguimento das reacoes.

3.2.6.2 Avaliagao da integridade dos acidos nucléicos extraidos

(amplificacao dos genes fglobina e 3-GPDH)

Para o controle de qualidade do material genético extraido na etapa
anterior, foi realizada detec¢ao dos genes da (globina e 3-GPDH por PCR,
respectivamente para DNA e RNA, utilizando-se “primers” especificos
descritos na literatura de acordo com Ercolani et al® (1988) e Saiki et al®
(1985), citados por Calabrese et al (2002).

Foi adicionada as varias amostras solugdo diluida em H,O milliQ

estéril contendo desoxinucleotideos (ANTPs), MgCl,, os “primers” “sense e
antisense” do gene respectivo (Tabela 3), Taq polimerase e solugado tampéo.

As amostras foram submetidas a varios ciclos de variacdo de temperatura

® Shibata DK. The polymerase chain reaction and the molecular genetic analysis of tissue biopsies. In:
Herrington CS, McGee JO (editors). Diagnostic Molecular Pathology. A Practical Approach. Vol Il, ed
by Herrington CS McGee O’D Oxford, 1992.

* Stanta G, Schneider C. RNA extracted from paraffin-embedded human tissue is amenable to analysis
by PCR amplification. Biotechniques 1991; 11: 304-8.

® Ercolani L, Florence B, Denaro M, Alexander M. Isolation and complete sequence of a functional
human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene. J Biol Chem 1988; 263: 1535-41.

® Saiki RK, Scharf S, Faloona F et al. Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science. 1985; 230:1350-4.
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em termociclador, com temperaturas de anelamento diferentes para fglobina
e 3-GPDH (tabela 3). O produto amplificado foi visualizado em gel agarose
corado com brometo de etideo através de eletroforese, segundo o
procedimento descrito a seguir (item 3.2.3.5). Nas amostras em que nao se
identificou o gene da Bglobina (ou do 3-GPDH no caso do RNA) o
procedimento de extracdo foi repetido novamente. Tendo permanecido

negativo o resultado, a amostra foi desprezada.

3.2.6.3 Sintese do DNA complementar (RT-PCR)

A reacdo de RT-PCR constitui etapa obrigatéria para obtencdo do
DNA complementar (cDNA), no caso dos seguintes virus: enterovirus,
influenza A e B e gene tardio do citomegalovirus, inclusive sua forma
replicante [Lam et al, 1998].

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se a enzima
transcriptase reversa M-MLV e o “primer antisense” especifico de cada
virus RNA pesquisado. A reacao foi feita adicionando-se ao RNA extraido
(pelo menos 1ug) uma mistura contendo solugdo tampao, dNTPs, KCI,
MgCl,, inibidor de RNAase, o “primer antisense” e a enzima transcriptase
reversa M-MLV e H,O MilliQ estéril (gsp. 20ul). As amostras foram
incubadas em termociclador a 37°C por 60 minutos, e em seguida a 99°C
por um minuto e trinta segundos. O produto dessa reagdao, o cDNA,

seguiu para reagao de amplificagao.
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3.2.6.4 Reagoes de amplificagado (PCR)

Para a reagdo de PCR foram utilizados nove pares de “primers”
previamente determinados na literatura, oito obtidos de virus cardiotropicos e
um para amplificagdo do gene B1 do T. gondii, os quais constam da tabela 3
com as respectivas temperaturas de anelamento [Hohlfeld e Daffor, 1994]
[Calabrese et al, 2002].

A reacao de amplificacao foi feita utilizando-se 10 ul de DNA ou de
cDNA obtidos em etapas anteriores (extragao ou RT-PCR, respectivamente)
aos quais foi adicionada uma mistura contendo dNTPs, solugdo tampao,
MgCl,, KCI, “primers” “sense e antisense” especificos de cada
microorganismo e Taq polimerase e H,O milliQ estéril (g.s.p. 50ul).

As amostras foram submetidas a diferentes ciclos de variacdo de
temperatura em termociclador com temperatura de anelamento especifica

para os pares de “primers” proprios de cada microorganismo.
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Tabela 3 - “Primers” “sense e antisense” utilizados em RT-PCR e/ou PCR dos
genes de 3-GPDH, da Bglobina e dos diversos microorganismos pesquisados,
com temperatura de anelamento e tamanho do fragmento gerado apoés

amplificacao

Gene/Virus “Primers” Temp. Banda
()
“sense e antisense” () (bp)

3-GPDH 5-AGG TGA AGG TCG GAG TCAACG - % 50°C 234
5- GCT CCT GGAAGATGG TGATGG - 3

Bglobina 5'- GGA AAA TAG ACC AAT AGG CAG - 3’ 44°C 269
5-ACACAACTGTGT TCACTAGC -3

enterovirus 5- CCG GAT GGC CAATCC AATA-3 55°C 180
5-TGC GGC TAATCC TAACTGCG-¥

adenovirus 5-TGA AAC TGT AGG CGC CGC ACGAC -3 56°C 308
5- CTA CAC GTACATTCT GGTGACGCC G -3

CcMmv 5-CAC CTGTCACCGCTGCTATATTGC -3 57°C 275
5- CAC CACGCAGCGGCCCTTGATGTT - ¥

Herpes s. 5'- AAG GAG GCG CCC AAG CGT CCG -3 56°C  229-V1
5- TGA AAC GGT CGG ACATGG GGT - 3 241-V2

EBV 5-TTC GGG TTG GAACCTCCTTG-3 52°C 268
5- GTC ATC ATCATCCGG GTCTC -3

Infl. A 5-AAG GGC TTT CAC CGAAGA GG -3 50°C 190
5-CCCATTCTCATTACTGCTTC-3

Infl. B 5-ATG GCC ATC GGATCC TCAAC -3 56°C 241
5-TGT CAGCTATTATGG AGC TG -3’

Parvov. B19  5-TAT TAT AAG GCC GCT GAA AAT GAC TGA AT-3 42°C 304
5-TTA CCT CTATTG TTG GAT CAT ATT CGT CCA-3’

Toxo 5'- AAC GGG CGA GTAGCACCT GAGGAGA -3 61°C 115

5-TGG GTC TAC GTC GAT GGC ATG ACAACT -3’
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3.2.6.5 Analise do produto amplificado

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel-
agarose a 3% Nu-Sieve/1% agarose dissolvido em tampao TAE, ao qual foi
adicionado o revelador brometo de etidio (0,03 pg/ml). Para visualizagao das
amostras no gel, as mesmas foram misturadas a um corante de acordo com
a banda a ser pesquisada. Juntamente com as amostras, foram aplicados os
controles positivos e negativos de cada reagao, bem como um marcador de
tamanho molecular adequado. O gel foi submetido a eletroforese de 70/80 v
por 20 minutos. Em seguida, o produto foi visualizado em transiluminador de
luz ultravioleta acoplado a sistema de captura de imagem. As amostras s6
foram consideradas positivas quando a analise por PCR foi confirmada pela

segunda vez.

3.2.6.6 Seqguenciamento

Os produtos de amplificagcdo dos genomas virais foram submetidos a
sequenciamento direto. Para tanto, os produtos de PCR foram purificados e
concentrados por centrifugagdo e em seguida marcados com o0s
dideoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes (“kit” ABI
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction - Applied
Biosystem, CA, EUA) e submetidos ao sequenciamento automatico.
As sequéncias geradas foram comparadas com o banco de sequéncias do
genBank utilizando-se o programa BLAST (“Basic local alignment search
tool”) disponivel na pagina do NCBI (“National Center for Biotechnology

Information”) [Calabrese et al, 2002].
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3.2.7 Critérios para revisao de dados clinicos e de exames

subsidiarios

3.2.7.1 Revisao de prontuarios

Foi feita a revisdao dos prontuarios e relatorios cirurgicos de 29 dos 31
pacientes da casuistica, com énfase nos itens: procedéncia, quadro clinico,
doengas associadas e pregressas (em especial diabetes mellitus,
hipertensdo arterial sistémica, doencas de fundo alérgico), dados
laboratoriais positivos (com atencao para presencga de eosinofilia no sangue
periférico, identificacdo de anticorpos virais e de parasitoses intestinais),
tempo de doenga, evolugdo clinica, dados cirurgicos, evolugdo pos-
operatoria e seguimento ambulatorial. Foi considerada eosinofilia a presenca
de eosindfilos acima de 6% em qualquer dos hemogramas realizados

durante o seguimento do paciente.

3.2.7.2 Revisao de cineangiocoronariografias

A revisao das 16 cineangiocoronariografias disponiveis foi realizada
por dois cardiologistas, visando a confirmagao do diagndstico e, sobretudo, a
identificacdo de alteragcbes coronarianas e de alteracbes vasculares
terminais. Denominamos “blush” vascular (ou neovascularizagao) a presenca
de borramento de material contrastado com retardo do “clearence” ou area
focal bem definida de vasos delicados na circulagdo coronariana terminal

[Balakrishnan et al, 1983].
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3.2.8 Correlagao entre dados clinicos e anatomopatolégicos

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi usado para verificar
possiveis correlacdes entre 0 numero de células inflamatdrias no endocardio
e no miocardio.

Apesar da limitacdo da amostra, o teste t foi utilizado para comparar o
numero total de vasos, a fracdo de area ocupada pela luz vascular (Lv) e a
porcentagem de espessura da parede vascular (Pv) entre os grupos com e

sem “blush” e apresentando ou n&o dor precordial.



4. RESULTADOS
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O estudo macroscoépico do grupo controle demonstrou as alteragdes
classicas descritas por Davies e Ball em 1955, as quais formam um grupo
homogéneo e bem definido da doengca. O resumo das alteragdes
macroscopicas encontra-se no anexo A.

Os coragdes apresentaram volume habitual ou reduzido e peso
moderadamente aumentado, entre 220g e 440 g (para média normal de 250
g). Foi identificada lesdo endocardica tipica caracterizada por capa fibrética
espessa, de 0,2 a 0,4 cm. Tal capa revestia internamente a cavidade
ventricular a partir da ponta, estendia-se para a via de entrada e recobria
musculos papilares, comprometendo cordas tendineas (Figura 2).
Chamou atengao a parada abrupta do espessamento fibroso na via de saida,
cerca 1,5 a 4,5 cm abaixo das valvas pulmonar e/ ou adrtica. Em todos os
casos a fibrose infiltrou-se sutilmente pelo miocardio superficial, sem
respeitar o limite entre endocardio e miocardio. Em quatro casos (4/9, 45%)
foi constatado comprometimento biventricular de intensidade e distribuicdo
semelhantes nas duas cavidades; nos demais, observou-se lesdao mais
intensa em um dos ventriculos (trés de VE e dois de VD) e leve opacidade
endocardica na outra cavidade ventricular. Em quatro casos (4/9, 45%)
constatou-se trombose mural na ponta ventricular com retracido miocardica

adjacente, dando falsa impressao de hipertrofia. Nenhum caso apresentou
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calcificagcdo macroscoépica da lesdo. As valvas atrioventriculares exibiram
folhetos delicados e transparentes, com dilatacdo variavel do anel valvar
secundaria a restricdo ventricular. As valvas pulmonar e aortica, bem como a
via de saida ventricular, ndo mostraram alteracgdes. A dilatagcao atrial esteve
sempre presente, acompanhada por espessamento endocardio discreto e
uniforme. A dilatacdo do atrio direito foi particularmente intensa. Em trés

casos (3/9) foram encontrados trombos intracavitarios em auricula direita.

Figura 2 - Aspecto macroscopico da placa fibrosa endocardica em ponta de
ventriculo esquerdo, poupando a via de saida ventricular, as valvas aértica e mitral.
(coracao de autopsia A24/83)
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4.1 Analise do endocardio

As descrigcbes seguintes referem-se ao estudo do material de
ressecgao cirurgica composto por 31 casos. Os cortes histolégicos do
material de autdpsia apresentaram alteracbes idénticas. Os dados

histoldgicos de todos os casos encontram-se no anexo B.

4.1.1 Componente fibroso endocardico

Em todos os casos observou-se espessamento fibroso
endocardico de grau intenso, de espessura irregular, variando entre 2,5 mm
e 4,0 mm. Permeia a porcao superficial do miocardio por meio de traves
delicadas e é composto por fibras colagenas densas. Essa faixa fibrosa nao
se mostrou homogénea em toda a sua espessura. A por¢cao mais superficial,
em contato direto com a cavidade ventricular, apresentou aspecto denso,
pouco vascularizado, com areas hialinas irregulares, praticamente acelulares
(Figura 3). Ja a porgao mais profunda, proxima ao miocardio, exibiu aspecto
mais frouxo, edemaciado, com células inflamatérias e vasos de permeio.
A coloragdo pelo tricromico de Masson evidenciou duas camadas
sobrepostas: uma camada superficial de azul intenso e homogéneo na
porcao superficial do endocardio, correspondente as areas de fibrose densa,
e outra de coloracdo azul claro e delicado na por¢cdo mais profunda.
Areas de hialinizacdo do colageno denso assumiram tonalidade alaranjada
pelo tricrobmico de Masson (Figura 4). A lesdo da ponta ventricular, presente
no grupo de autdpsia, demonstrou as mesmas caracteristicas histologicas

das lesbes da parede ventricular.
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Figura 3 - Aspecto histologico da faixa fibrosa densa e hialina, escassamente
celular (HE, aumento original 100X) (# 1)

Figura 4 - Aspecto histologico da faixa fibrosa corada pelo tricdmico de Masson.
As areas de fibrose hialina assumem tonalidade alaranjada (tricémico de Masson,
aumento original 100X) (# 1).
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Esse espessamento fibroso do endocardio foi acompanhado de
elastose irregular evidenciada pela técnica de Verhoeff, presente em todos
0s casos e avaliada como intensa ou moderada em 22/31 (71%). A elastose
caracterizou-se por proliferacdo de fibras elasticas espessas, tortuosas e
ndo paralelas entre si. Tal proliferacdo, contudo, foi descontinua,
desordenada e predominante nas areas de fibrose mais frouxa. As faixas de
fibras elasticas se sobrepuseram com frequéncia esbogando camadas
irregulares e mal definidas. Muitas vezes foi possivel identificar um reforgo
dessas fibras junto ao miocardio e outro quase continuo paralelo a cavidade
ventricular. Nas areas de fibrose densa a quantidade de fibras elasticas foi

nitidamente menor (Figura 5).

Figura 5 - Acentuada elastose da faixa endocardica, caracterizada por faixas
irregulares de fibras elasticas sobrepostas, coradas em preto (Verhoeff, aumento
original 50X) (# 18).
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A coloragao para fibras reticulinicas demonstrou numerosas fibras
pequenas, fragmentadas, isoladas, dispostas irregularmente em placas
descontinuas e mal delimitadas, presentes difusamente na faixa fibrosa
endocardica, tanto nas areas mais densas como nas frouxas, sem arranjo
caracteristico. A proliferacao de fibras reticulinicas foi considerada de grau
leve na maioria dos casos, tendo-se verificado grau intenso junto aos vasos

em apenas dois deles (2/31, 6,4%) (Figura 6).

Figura 6 - Detalhe histologico de fibras reticulinicas coradas em negro (colageno
lll), entrelagadas e misturadas a fibras acinzentadas de colageno | (reticulina,
imersdo em 6leo, aumento original 1000X) (# 18)



Resultados 49

A marcacdo imunoistoquimica dos colagenos foi considerada
adequada em 25/31 casos. Foi demonstrada positividade para fibras
colagenas tipo | e tipo lll, dispostas sem arranjo definido, entrelagadas entre
si, localizadas em toda a espessura da faixa fibrosa endocardica.
A coloragdo do colageno tipo | foi mais intensa que a do tipo Illl em
praticamente todos os casos, embora a diferenca tenha sido por vezes
discreta (Figuras 7 e 8). Para o colageno | a marcacao foi considerada
intensa em 5/25 (20%) e moderada em 20/25 (80%) dos casos. Ja para o
colageno Il a marcagéo foi considerada moderada em 16/25 (64%) e fraca
em 9/25 (36%) dos casos. Em nenhum dos casos foi considerada intensa.
Fibras marcadas pelo colageno IV também estiveram presentes, embora em

menor numero e apenas em térno de vasos (Figura 9).
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Figura 7 - Fibras colagenas marcadas por reagdo imunoistoquimica (DAB) para
colageno | (imunoistoquimica para colageno tipo I, aumento original: 200X) (# 1)

Figura 8 - Fibras colagenas marcadas por reagdo imunoistoquimica (DAB) para
colageno Il (imunoistoquimica para colageno tipo lll, aumento original: 200X) (# 1)
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Figura 9 - Fibras colagenas marcadas por reagcdo imunoistoquimica (DAB) para
colageno |V, evidente apenas em torno de vasos (imunoistoquimica para colageno
tipo 1V, aumento original: 200X) (# 20)

4.1.2 Componente inflamatério endocardico

Em todos os casos observou-se infiltrado inflamatério crénico na
porcao profunda do endocardio, junto ao miocardio, na maior parte das vezes
de grau leve (23/31, 74,1%) ou moderado. O infiltrado apresentou arranjo
tipico, caracterizado por pequenos grupos celulares em torno de vasos com
predominio de linfomononucleares, sobretudo linfocitos e macrofagos.
Os eosindfilos foram bastante raros e apareceram isolados. Nao foram
identificados outros polimorfonucleares. A marcagdo imunoistoquimica do
infiltrado inflamatdrio confirmou o predominio de linfocitos, particularmente de

linhagem T, sobre os macréfagos (Figuras 10, 11, 12, 13).
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Figura 10 - Infiltrado inflamatério focal em torno de vasos na faixa de fibrose

endocardica. (HE, aumento original 200X) (# 5)
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Figura 11 - Marcag¢ao imunoistoquimica para macréfagos no infiltrado inflamatério

endocardico (CD68, aumento original 400X) (# 5)
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Figura 12 - Marcacdo imunoistoquimica para linfocitos T no infiltrado inflamatério
endocardico (CD3, aumento original 400X) (# 5)
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Figura 13 - Marcagado imunoistoquimica para linfécitos B no infiltrado inflamatério
endocardico (CD20, aumento original 400X) (# 5)
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A avaliagdo quantitativa das células inflamatérias em nove casos
confirmou o predominio de linfacitos T (Tabela 4) e de macroéfagos.
Confirmou-se também a impressao inicial de escassez de eosindfilos no
tecido. Tais células s6 ndo foram raras no caso # 5, cujo granuloma
epitelidide, situado na interface endocardio-miocardio, foi incluido na
contagem. Encontramos correlagao positiva entre 0 numero de macrofagos e

o de linfécitos B no endocardio (r = 0,652) (Anexo E).

Tabela 4 - Contagem de células inflamatérias marcadas por imunoistoquimica

por unidade de area no endocardio (mm?)

N° caso CD68(macrof.) CD3(linf.T) CD20(linf.B) EOSINOFILOS
# N°cels/mm? N°cels/mm? N°cels/mm? N°cels/mm?

#1 160 442 325 7

#5 802 1687 720 137

#6 35 82 65 5

#7 52 267 20 7

#14 907 1112 850 40
#16 145 332 217 0

#18 300 295 175 12

#21 227 147 117 5

#25 485 535 252 7

Médiatdp 345,88 + 319,45 544,33 + 523,72 304,45 + 289,67 24,44 + 43,77
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4.1.3 Componente vascular endocardico

Na porgédo mais profunda do espessamento endocardico observou-se
proliferacdo vascular exuberante e irregularmente distribuida, envolvida por
tecido fibroconjuntivo frouxo. Chamou atencdo a presenga de vasos muito
calibrosos, tortuosos, tanto arteriais como venosos, formando uma rede
vascular complexa na profundidade da capa fibrosa, ao lado de vasos
menores, por vezes com estrutura de capilares (Figura 14). As mesmas
alteracdes vasculares foram vistas nos septos fibrosos intramiocardicos. Em
varias areas foram identificados vasos venosos e arteriais permeando o
miocardio, em aparente conexao com o sistema coronariano intramiocardico

(Figura 15).
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Figura 14 - Vasos de parede espessa na profundidade da faixa fibrosa endocardica
(HE, aumento original 100X) (# 24)

Figura 15 - Vaso na faixa fibrosa endocardica permeando o miocardio em aparente
conexao com a rede coronariana intramiocardica (tricmico de Masson, aumento
original 100X) (# 27)
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As artérias de pequeno e meédio calibre, além de presentes em
numero muito elevado, exibiram alteragbes estruturais da parede
caracterizadas por hipertrofia concéntrica da camada muscular média e
espessamento fibroconjuntivo da parede. Em todos os casos notou-se
esclerose de intensidade variavel da parede arterial com suposto depdsito
de mucopolissacarides. Essas alteragcbes foram consideradas de grau
intenso, moderado e leve, em respectivamente 18/31 (58%), 12/31 (38,7%) e
(1/31) casos. Em 5/31 casos observou-se obstru¢ao parcial do lumen arterial
por fibrose subintimal focal e excéntrica que forma um coxim irregular.
Esse aspecto foi visto especialmente em arteriolas proximas de vénulas com
espessamento fibroso delicado da parede (Figura 16). Mais raramente foi
identificada proliferagdo endotelial da intima (2/31, 16%), sempre irregular e
discreta. Nao foram caracterizados trombos intraluminais recentes, porém
em dois casos (2/31, 6,5%) (pacientes # 7 e 9) notou-se banda fibrosa
intraluminal em artéria de pequeno calibre, sugestiva de trombose
recanalizada (Figura 17). As veias de pequeno e médio calibre de aspecto
varicoso, além de proliferagcdo e tortuosidade acentuadas, exibiram
fibroesclerose intensa da parede, sem sinais histolédgicos de trombose.
Essas alteragdes vasculares foram identificadas ndo sé no endocardio, mas
também em vasos dos septos fibrosos que penetram o miocardio

subjacente.
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Figura 16 - Artéria de pequeno calibre com espessamento fibroso intimal irregular
excéntrico ao lado de vaso provavelmente venoso (tricémico de Masson, aumento
original 400X) (# 20)

Figura 17 - Artéria de médio calibre com banda fibrosa intraluminal, sugestiva de
trombose recanalizada; acima nota-se vaso provavelmente arterial com
espessamento fibroso da média (HE, aumento original 200X) (# 24)
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Em quatro casos (4/31, 13%), (pacientes # 5, 9, 14 e 28) se observou
padrao caracterizado por predominio de numerosos vasos arteriais e venosos
de menor calibre distribuidos difusamente. Os vasos eram acompanhados por
infiltrado inflamatdrio linfomononuclear moderado e difuso, cujos macrofagos
continham hemossiderina no citoplasma (Figura 18).

A marcagao imunoistoquimica pela podoplanina (D2-40) demonstrou
que cerca de 30 % dos vasos observados correspondiam a linfaticos e
tornou visivel uma rede emaranhada de linfaticos de menor calibre,
dispostos em grupos irregulares na espessura da lesédo fibrosa, muitas vezes
sem lumen patente (Figura 19).

Consta da tabela 5 a avaliagdo da propor¢géo entre o numero de
linfaticos e o numero de vasos no endocardio, realizada em oito casos de
EMF e em seis casos de lesbes fibréticas de outras causas. Nos cortes
histolégicos realizados em coragdes normais, os linfaticos ndo estavam
presentes no endocardio. Eles se tornaram visiveis em pequeno numero a
partir de um ou dois mm no miocardio superficial e seu numero foi

aumentando progressivamente em numero nas areas préoximas do epicardio.

Tabela 5 - Proporcao entre o numero de linfaticos marcados por

imunoistoquimica e o numero de vasos no endocardio, em porcentagem

N° linfaticos/n° de vasos porcentagem
EMF (8 casos) 469/1607 29,18%
D. Chagas (3 casos) 81/563 14,3%
Trombo mural (3 casos) 106/587 16,8%

A avaliagdo quantitativa realizada em 21 casos de EMF revelou em média
62 vasos/mm?, fragdo de area de lumen vascular (Lv) de 5,85% e porcentagem

de parede vascular (Pv) de 13,9%. Esses dados constam do anexo C.
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Figura 18 - Faixa fibrosa endocardica com proliferacao de vasos pequeno calibre e

infiltrado inflamatério moderado (aumento original: 200X) (# 9)

-40/fosfatase alcalina)

Endotélio de linfaticos marcado pela podoplanina (D2

Figura 19

na faixa fibrosa endocardica (imunoistoquimica, aumento original 200X) (# 25)
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4.1.4 Calcificagao e trombose mural endocardica

Em 11/31 (35%) casos foi identificada calcificagao irregular e
histologicamente grosseira na espessura da faixa fibrosa endocardica
(Figura 20). Em trés casos observou-se inclusive metaplasia Ossea e
adiposa na porgao central. Ao exame histolégico dois casos do grupo de
autopsia (2/9, 22%) apresentaram calcificagdo que néo fora detectada a
macroscopia.

Em 19/31 (61%) casos ocorreram trombos murais recentes
localizados na superficie do endocardio e constituidos por fibrina com raras
células inflamatorias de permeio (Figura 21). Nos casos de autépsia nao foi
possivel avaliar a presenca de trombos, uma vez que as pecas, ja bastante
manipuladas, estavam arquivadas ha tempos. Por vezes, areas sugestivas
de trombos murais antigos incorporados a lesdo endocardica foram vistas no
endocardio. Estavam delimitadas irregularmente por fibras elasticas e

caracterizaram-se por fibrose frouxa com numerosos vasos.
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Figura 20 - Calcificacdo grosseira na espessura do endocardio (HE, aumento

original 100X) (# 19)

Trombo recente de fibrina aderido a faixa fibrosa (HE, aumento original

100X) (# 17)

Figura 21
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4.2 Analise do miocardio subendocardico

Por envolver material de ressecgao cirurgica, a avaliagcdo do
miocardio restringiu-se a porgdo mais superficial correspondente a 5,0 mm
de profundidade.

As fibras miocardicas apresentaram sempre algum grau de
hipertrofia, em geral leve. A hipertrofia caracterizou-se por nucleos
aumentados, irregulares e bizarros, aspecto também presente nos casos de
autopsia. Focalmente foram observados sinais degenerativos focais das
fibras como vacuolizacdo perinuclear e hialinizagdo do citoplasma.
Nenhuma das amostras exibiu agressédo direta das fibras miocardicas por
células inflamatérias.

Nado foi identificado plano de clivagem nitido na interface
miocardio/endocardio. Em todos os casos a fibrose endocardica permeou
0 miocardio adjacente por meio de traves fibroconjuntivas mais espessas na
porcdo superficial, as quais desapareciam em direcdo a profundidade
(Figura 22). Essas faixas fibrosas estavam acompanhadas por infiltrado
inflamatdrio discreto e por proliferagdo vascular. Em varias areas foram

identificados vasos permeando o miocardio.
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Figura 22 - Faixa fibrosa endocardica permeando o miocardio (HE, aumento
original 100X) (# 24)

Em apenas um caso da casuistica (1/31, 3,1%) (# 5) foi encontrado
granuloma epitelidide mal formado, isolado, localizado na interface
endocardio/miocardio. Caracterizou-se por poucas células epitelidides com
células inflamatérias de permeio, linfocitos, plasmécitos e eosindfilos, o que
caracteriza resposta Th2 (Figura 23). Em outro caso (# 8), na mesma

localizagao, observou-se agregado linféide isolado (Figura 24).
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Resultados

Figura 23 - Granuloma epiteliéide mal formado na interface endocardio-miocardio,
com eosindfilos e poucas células epitelidides (HE, aumento original 400X) (# 5)

1

A &.ﬁ

miocardio (HE, aumento

Figura 24 - Agregado linféide na interface endocardio

original 200X) (# 8)
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Observou-se discreta proliferagao fibroconjuntiva intersticial sem
positividade para fibras elasticas ou reticulinicas. A marcagéo imunoistoquimica
para os trés tipos de colageno demonstrou 0 mesmo padréo da faixa fibrosa
endocardica, ou seja, leve predominio do colageno | sobre o Il e positividade
perivascular para o colageno IV.

Todos os casos apresentaram discreto infiltrado inflamatério
linfomononuclear intersticial distribuido em pequenos focos esparsos, sem
agressao direta as fibras musculares, em todos os casos. Os eosindfilos
foram detectados raramente, sempre isolados. Outros polimorfonucleares
nao foram encontrados. A marcagdo imunoistoquimica demonstrou o
predominio de histiécitos sobre os linfocitos, confirmando reatividade
discreta e difusa de células do sistema monocitico fagocitario (SRE) do
miocardio. A histologia, pelo critério de Dallas [Aretz, 1987], originalmente
descrito para avaliacdo de bidpsias endocardicas, ficou caracterizada

miocardite “borderline” em 13 casos (13/31, 42%) (Figura 25).

Figura 25 - Aspecto histolégico do miocardio subjacente a faixa fibrosa
endocardica, com discreto alargamento intersticial e infiltrado inflamatdrio leve (HE,
aumento original 400X) (# 16)
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A contagem de células intersticiais marcadas por imunoistoquimica
por mm? em nove casos aleatoriamente escolhidos, confirmou o predominio
de macrofagos sobre linfécitos em sete casos (7/9). Os dois restantes
(pacientes # 1 e 7) apresentaram predominio de linfécitos de linhagem T
(Tabela 6). Confirmou-se também a escassez de eosindfilos, que foram
raros, exceto no caso # 14, proveniente de paciente com eosinofilia periférica
na época do ato cirurgico. Encontramos correlagdo positiva entre o numero
de macrofagos e o de linfécitos B no miocardio (r = 0,761) e entre o numero
de eosindfilos no miocardio e o de linfocitos B no endocardio (r = 0,763)

(Anexo E).

Tabela 6 - Contagem de células inflamatérias marcadas por imunoistoquimica

por unidade de area do miocardio (mm?)

N°CASO# CD68(macrof) CD3(linf. T) CD20(linf. B) EOSINOFILOS

N° cels/mm? N° celsimm? N° cels/mm? N° cels/mm?
#1 10 120 5 5
#5 230 65 25 5
#6 30 5 0 0
#7 10 60 5 0
#14 35 20 5 35
#16 45 10 10 0
#18 140 5 5 5
#21 95 35 20 0
#25 165 10 15 0

Média  dp 84,44 £+ 78,20 36,66 +38,73 9,44 + 8,81 5,55+ 11,30
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Os vasos coronarianos intramiocardicos superficiais exibiram as
mesmas alteragdes identificadas nos vasos da lesdo endocardica, ou seja,
hipertrofia da camada muscular média acompanhada de proliferacéo
fibroconjuntiva de intensidade variavel em ramos arteriais e espessamento
fiboroso da parede nos venosos. A marcagcdo imunoistoquimica pela
podoplanina demonstrou a presenca anormal de vasos linfaticos no

miocardio adjacente a lesdo endocardica (Figura 26).
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Figura 26 - Linfaticos marcados pela podoplanina (fosfatase alcalina) permeando o
miocardio subjacente a fibrose endocardica (imunoistoquimica D2-40, aumento
original 200X) (# 21)
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4.3 Pesquisa de agentes infecciosos cardiotrépicos

Doze das 36 amostras (33%) iniciais forneceram acido nucléico
suficiente para a realizagdo de PCR (2° subgrupo). As doze amostras
utilizadas correspondem a material ressecado nos ultimos dez anos, tendo
sido as demais desprezadas. A obtencdo dos acidos nucléicos foi
confirmada por reagdo de amplificacdo dos genes Pglobina para DNA e
3-GPDH para RNA.

As reacgdes de PCR e RT-PCR identificaram genomas infectantes em
6/12 amostras (50%), para o padréo da populagao normal (sem cardiopatia)
de 05%. Duas amostras foram positivas para enterovirus (# 14 e 18), duas
para citomegalovirus (#7 e 28), uma para ambos (citomegalovirus e
enterovirus, # 13) e uma para Toxoplasma gondii (# 24). As reagdes foram
repetidas para confirmacédo do resultado positivo (Figura 27). As demais
amostras foram negativas (6/12, 50%) (# 5, 10, 16, 20 e 22, e um caso
adicional de 1993, com as mesmas caracteristicas do grupo inicial, incluido
posteriormente no grupo). O sequenciamento genético dos produtos da PCR
revelou grande semelhanga com os genomas virais humanos padrao (acima
de 90%). A analise sequencial dos produtos da PCR positivos para EV (# 13,
14 e 18) foram homdlogos em 85 e 90% para diferentes serotipos
enterovirais (ie, coxsackievirus, echovirus, poliovirus, enterovirus). A analise
sequencial dos produtos da PCR positivos para CMV mostraram a seguinte
semelhanca: # 7: Herpesvirus humano AF413627 cadeia 5 glicoproteina 19A

(UL20a) (identididade genética 98,3%); # 28: Herpesvirus humano
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AF413626 cadeia 5 glicoproteina 17A (UL20a) (identididade genética
99,8%); # 13: citomegalovirus humano X17403 cadeia AD169 (identidade
95,7%). Entretanto, ndo foi possivel realizar o seqienciamento do produto
de PCR positivo para T.gondii, provavelmente devido a dificuldade em se
trabalhar com material previamente incluido em parafina. As amostras
controle nédo foram positivas para quaisquer dos agentes infecciosos

pesquisados.

Figura 27 - Produto de amplificagdo de RT-PCR para citomegalovirus (CMV)
identificado por eletroforese em gel agarose corado com brometo de etideo
mostrando positividade na coluna 8, 275 bp (coluna 1, marcador de tamanho
molecular; coluna 2, controle negativo da reagao; colunas 3 até 9 amostras)
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4.4 Analise de dados clinicos e de exames subsidiarios

4.41 Analise de prontuarios

Os dados abaixo relatados referem-se a 29 pacientes da casuistica
(29/31) cujos prontuarios estavam disponiveis (anexo D). Nos dois casos
restantes (#11 e 12) foram obtidos apenas dados parciais.

Sexo e procedéncia: a amostra foi representada por 25 mulheres
(25/31, 80,6%) e seis homens, com idade entre 27 e 72 anos (idade média
de 49,67anos * 11,94a). Dos 31 pacientes, 15 eram procedentes da regido
sudeste, trés da regiao sul, 12 das regides norte e nordeste e um de origem
desconhecida. Os pacientes eram provenientes tanto da zona rural como de
regides urbanas, sendo a maioria de classe social baixa.

Inicio do quadro clinico: 16/29 pacientes (55%) apresentaram os
primeiros sintomas na fase adulta, na faixa etaria compreendida entre 30 e
50 anos. Em sete (7/29, 24,3%) o quadro teve inicio antes dos 30 anos.
Somente os pacientes # 20 e 26 apresentaram os primeiros sintomas antes
dos 20 anos. Nos seis casos restantes (6/29) os sintomas se iniciaram
depois dos 50 anos.

Cinco pacientes (5/29, 17%) relacionaram o inicio do quadro clinico
ao ciclo gravidico-puerperal (# 1, 8, 13, 16 e 21) e apenas um referiu quadro
“gripal” antes dos sintomas cardiacos (#14).

Quadro clinico: A manifestagdo clinica principal foi insuficiéncia

cardiaca congestiva, que se instalou insidiosamente em 20 pacientes (20/29,
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69%) e se caracterizou por dispnéia progressiva aos esforgos fisicos, edema
de membros inferiores e/ou aumento de volume abdominal. Nove pacientes
(9/29, 31%) apresentaram ascite na evolugdo, que em dois deles foi
considerada o principal sintoma (# 6 e 20). Os demais pacientes (9/29, 31%)
eram assintomaticos quando manifestaram quadro clinico subito. Quatro
deles apresentaram dor precordial atipica, trés, arritmia cardiaca e dois,
tromboembolismo pulmonar. Todos eles vieram a apresentar sinais de
insuficiéncia cardiaca durante a evolugao clinica.

A dor precordial atipica, i.e., ndo relacionada a esforgo fisico, foi
relatada por 15 pacientes durante alguma fase da evolugao clinica (15/29,
51,7%). Em dois foi considerada sintoma principal (4/29, 13,8%) (pacientes
# 9 e 22); nos demais, sintoma secundario. Além de nao estar relacionada a
esforgo fisico, a dor se manifestava em episédios de inicio subito, sem
irradiacédo. Além disso, vinha acompanhada de outras caracteristicas
variaveis, manifestando-se por opressao ou pontada. Tinha duragao variavel
de minutos até dias, ndo sendo aliviada por medicagdo ou mudanca
postural. Em todos os pacientes constatou-se comprometimento de
ventriculo esquerdo: em 53% dos pacientes (8/15) o comprometimento era
biventricular e nos demais era isolado.

Outros sintomas secundarios frequentes foram: arritmias (7/29,
24,3%), dispnéia paroxistica noturna (2/29, 6,9%) e acidente vascular
cerebral transitorio (2/29).

Como doengcas associadas: Dois pacientes apresentaram

esquistosomose hepato-esplénica em tratamento (# 26 e 28); dois,
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obesidade morbida associada a diabetes mellitus com alteracdo de enzimas
hepaticas, e trés, hipertensdo arterial sistémica. Sete pacientes (7/29)
apresentaram hipotireoidismo durante a evolugdo da doenga, o qual estava
relacionado ao uso prolongado de antiarritmico (amiodarona) em dois deles.
Dois pacientes apresentaram positividade para virus da hepatite B e um para
hepatite B concomitante com o virus C (# 3 e 28, respectivamente).
A pesquisa para Doencga de Chagas foi negativa em todos os pacientes.

Foram identificadas as seguintes situagbes clinicas possivelmente
associadas a eosinofilia periférica: alergia a medicamentos (2/29) e asma e
rinite alérgica (2/29). Uma paciente apresentou Sindrome Hipereosinofilica
em tratamento havia quatro anos quando da manifestacdo dos sintomas
cardiacos (# 16). Em trés pacientes (3/29) constatou-se parasitose intestinal
no pré-operatoério (E. nana, A. lumbricéides, S. estercoralis e E. histolytica), a
qual foi prontamente tratada.

Dentre as doengas pregressas, o caso # 3 referiu doenga reumatica
na infancia com sequela em valva mitral, tendo sido submetida a substituicao
valvar 21 anos antes do quadro cardiaco restritivo. Um paciente referiu
toxoplasmose (# 16), dois relataram sarampo e caxumba (# 20 e 23) e outro,
malaria na regido de origem (# 14).

Exames laboratoriais: em hemogramas realizados durante o
seguimento ambulatorial, foi constatada em 14 pacientes (14/29, 45%)
eosinofilia periférica em picos transitérios, variando entre 564 e 1932
cels/mm?® em numeros absolutos (valores acima de 6%). Em 9/14 casos a

eosinofilia atingiu valores maximos acima de 10% (maior indice de 29%,
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# 28, com pico de 1247 eosindfilos/mm?3). A paciente portadora de Sindrome
Hipereosinofilica em tratamento com imunossupressor apresentou
eosindfilos oscilando em torno de 6% (# 16). Os demais pacientes
apresentaram eosindfilos dentro dos padrées da normalidade.

A grande maioria dos pacientes foi acompanhada clinicamente em
ambulatério por um periodo variavel entre seis meses e 31 anos (média
11,6 £ 8,66 anos), em geral com boa resposta ao tratamento clinico por
periodo longo. O tratamento cirurgico foi indicado a partir do momento em que
se instalou quadro clinico de insuficiéncia cardiaca congestiva refrataria a
medicagado (classe funcional Ill ou IV-NYHA). Dezesseis pacientes (16/29,
55%) foram submetidos a tratamento cirurgico dez ou mais anos apds o inicio
do quadro clinico. Apenas cinco pacientes (5/29, 17,2%) (# 5, 14, 17, 25 e 28)
foram operados antes de se completarem dois anos de evolugdo da doenca.

Todos os pacientes foram submetidos a ressec¢cdo de endocardica
ventricular segundo a técnica descrita por Oliveira et al (1990). Em 14 deles
(14/31, 45%) foi ressecado apenas o ventriculo esquerdo, em 13 foram
ressecados ambos os ventriculos (13/31, 42%) e em quatro, somente o
ventriculo direito (4/31). Freqlientemente o procedimento foi acompanhado
por plastia valvar, sendo oito de valva mitral isolada (8/31), sete de valva
tricispide isolada (cirurgia de DeVega) (7/31) e 14 plastias bivalvares (14/31,
45%). Em dois pacientes foi necessaria a troca de valva mitral por prétese
biolégica (# 3 por doenga reumatica operada previamente e no # 14 por
acidente durante o ato operatorio). Um terceiro paciente foi submetido
concomitantemente a revascularizagdo do miocardio com interposicido de

ponte de safena para coronaria direita por obstrugdo vascular de 50% (# 2).
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Evolugdo pés-operatoria: seis pacientes nessa casuistica (6/31,
19,3%) faleceram entre o segundo e o 63° dia de pds-operatorio por
intercorréncias relacionadas ao ato cirurgico. Os demais (25/31, 81%) tiveram
alta hospitalar em melhores condi¢des clinicas imediatas. Cinco pacientes
voltaram aos locais de origem, com destino ignorado. O restante (20/31, 64,5%)
foi acompanhado por um periodo de tempo variavel entre seis meses e 11
anos. Dois faleceram em menos de dois anos do pds-operatério por motivos
nao relacionados diretamente a doenga. Seis pacientes (6/20, 30%), apesar de
melhora inicial dos sintomas, apresentaram deterioracado clinica progressiva
para classe funcional Ill ou IV (NYHA). Trés deles faleceram num periodo
compreendido entre seis meses e quatro anos de pds-operatério e os outros
trés foram reoperados (# 6, 10 e 13). Com relagéo aos pacientes reoperados, o
primeiro apresentou piora acentuada da ascite e foi submetido a transplante
cardiaco trés anos apos a primeira cirurgia, com sucesso. O segundo foi
submetido a plastias valvares quatro anos apds a primeira cirurgia, vindo a
falecer no 39° dia de pds-operatério. Seis anos apds a primeira cirurgia, o
terceiro paciente foi submetido a nova ressecgédo de ventriculo esquerdo, por
suspeita de recidiva da doenga. A cirurgia foi acompanhada de troca de valva
mitral e plastia de valva tricuspide, com sucesso.

Os demais pacientes (12/20, 60%) apresentaram melhora das
condigdes clinicas e regressdo da insuficiéncia cardiaca para classe
funcional | ou Il (NYHA) no pds-operatdrio tardio, na vigéncia de tratamento
clinico adequado. Permaneceram alguns sintomas, como arritmias, dor
precordial e dispnéia. A dor precordial atipica persistiu em quatro casos,
sendo que dois pacientes referiram piora do quadro doloroso apés a cirurgia

(# 19 e 22), sem resposta a medicagao vasodilatadora.
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4.4.2 Analise de cineangiocoronariografias

Os 16 exames revistos apresentaram as alteragbes classicas e
diagnosticas de EMF, ou seja, alteragdes decorrentes do preenchimento
intracavitario por fibrose, que levam a distor¢ao ventricular e a insuficiéncia
valvar. O fluxo sanguineo através das artérias coronarias epicardicas
estava preservado em todos os casos. As alteragdes de microcirculagao,
caracterizadas por retardo de enchimento coronariano e “borramento” da
circulagdo coronariana terminal (“blush”) estiveram presentes em nove
pacientes (9/16, 56,5%) (# 13, 14, 16, 22, 23, 24, 26, 28 e 31). Em cinco
deles, essas alteracbes estavam presentes em area de irrigagdo de
coronaria direita e em quatro, em area de irrigagdo de coronaria esquerda
(Figuras 28 e 29). Nos demais (7/16, 43,5%) nao foram detectadas

alteracdes vasculares em circulagao terminal.

Figuras 28 e 29 - Cineangiocoronariografia em obliqua anterior direita mostrando
“blush” vascular no territério distal do ramo interventricular anterior da coronaria
esquerda (seta) de paciente com EMF isolada em ventriculo direito. A mesma
imagem & vista em branco e preto e em colorido (# 31)
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4.5 Correlagoes clinicopatolégicas

4.5.1 Caracteristicas clinicopatolégicas do 1° subgrupo

A avaliagao histolégica das amostras do 1° subgrupo, pacientes com
dor precordial atipica e/ou “’blush” a cineangiocoronariografia (n=21), nao
mostrou particularidades a microscopia Optica comum. Foi realizada
avaliacdo quantitativa dos vasos na faixa endocardica, cujos dados
completos constam no anexo C.

A correlagdo entre o numero de pacientes com dor precordial e o
aparecimento de “blush” a cineangiocoronariografia demonstrou que dos
nove pacientes cujo exame de imagem exibiu “blush”, sete apresentaram
sintoma clinico de dor precordial atipica concomitante (7/9) (# 13, 14, 16, 22,
23, 24 e 28). Tais alteragdes vasculares nao foram detectadas nos demais

casos (2/9) (Tabela 7).

Tabela 7 - Correlagao entre o niumero de pacientes com dor precordial e o

aparecimento de “blush” na cineangiocoronariografia

Cineangiocoronariografia Dor precordial Dor precordial
presente ausente

“blush” presente 7 pacientes 2 pacientes

“blush” ausente 2 pacientes 4 pacientes

Seis pacientes da casuistica (6/29) apresentavam queixa de dor
precordial, porém o0s exames cineangiocoronariograficos n&o estavam

acessiveis para avaliagao.
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Constam da tabela 8 os dados das avaliagdes quantitativas referentes
aos vasos da faixa endocardica retratados em cineangiocoronariografias
com e sem “blush”. Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos
de pacientes com e sem “blush” detectado a cineangiocoronariografia quanto
as caracteristicas histolégicas vasculares (n° de vasos/mm?, fragdo de area

de luz vascular e porcentagem de espessura da parede vascular) (Anexo E).

Tabela 8 - Dados quantitativos (média e desvio padrao) dos grupos de

pacientes com e sem “blush” a cineangiocoronariografia

Cine com “blush” (n=9) Cine sem “blush” (n=7)

N° vasos/mm? 66,77 + 24,60 58,67 £ 27,78
Fracao de area Lv (%) 551+1,74 5,77 + 2,20
Espessura Pv (%) 13,19 + 3,83 13,80 + 4,90

Lv= lumen vascular; Pv = parede vascular

Constam da tabela 9 os dados das avaliagdes quantitativas referentes
aos vasos da faixa endocardica em relagdo aos pacientes com e sem dor
precordial atipica. Ndo foi detectada diferenga estatistica entre os grupos de
pacientes com e sem dor precordial atipica quanto as caracteristicas
histologicas vasculares (n° de vasos/mm?, fragdo de area de luz vascular e

porcentagem de espessura da parede vascular (Anexo E).
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Tabela 9 - Dados quantitativos (média e desvio padrao) dos grupos de

pacientes com e sem dor precordial

Pacientes com dor Pacientes sem dor

precordial (n = 15) precordial (n = 5)
N° vasos/mm? 68,43 + 23,80 53,56 + 20,58
Fracao de area Lv (%) 5,63 +2,83 574 £1,75
Espessura Pv (%) 13,44 + 6,24 13,76 + 3,93

Lv= limen vascular; Pv = parede vascular

4.5.2 Caracteristicas clinicopatolégicas do 2° subgrupo

Constam das tabelas 10 e 11 as principais caracteristicas
clinicopatoloégicas dos pacientes positivos e negativos para genomas
infecciosos. Nas amostras referentes a esses pacientes foi realizada a
pesquisa de agentes infecciosos cardiotropicos por PCR e RT-PCR (n=12)
(2° subgrupo). Fazem parte desse subgrupo os # 5, 7, 10, 13, 14, 16, 18, 20,

22, 24, 28 e o caso adicional (ex).
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Tabela 10 - Caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes do 2° subgrupo
# sexo idade eos At(a) ventrr MS CF End(mm) infl Aginfec
ex F 42 + 2 VE+VD - - 2,92 - -
5 M 69 - 0,5 VE+VD - - 2,47 + -
7 F 42 - 10 VE - - 2,76 - CMV
10 F 48 - 5 VE - + 2,94 - -
13 F 44 - 1 VE+VD - + 2,70 - EV+CMV
14 M 32 + 1 VE+VD + NA 2,52 + EV
16 F 48 + 20 VE+VD - - 2,72 - -
18 F 61 + 18 VE+VD - - 3,39 - EV
20 M 34 - 16 VE - + 3,89 - -
22 F 54 + 22 VE - - 3,81 - -
24 F 55 - 15 VE - - 3,39 - T.gondi
28 M 52 + 2 VE+VD + NA 2,78 + CMV

Legendas: eos = eosinofilia, At = tempo entre o inicio dos sintomas e o ato cirurgico,
ventr = ventriculo acometido pela fibrose, MS = morte subita, CF = deterioragdo da classe
funcional em 3/ 4 anos, end = espessura do endocardio, infl = infiltrado inflamatério moderado
com tecido de granulagdo, M = masculino, F = feminino, NA = n&o aplicavel, EV = enterovirus,

CMV = citomegalovirus,

Tabela 11 - Resumo das caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes

positivos e negativos para agentes infecciosos cardiotrépicos (n=12)

Caracteristicas clinicopatologicas Pacientes Pacientes
positivos p/  negativos p/
genomas genomas
infecciosos infecciosos
Sexo feminino 4/6 (67%) 4/6 (67%)
Idade (anos) 48 + 10 49 + 12
Eosinofilia periférica 4/6 (67%) 2/6 (33%)
Tempo de doenca (anos) 95+6,8 10,9+9,5
EMF bilateral 4/6 (67%) 3/6 (50%)
Morte subita apés cirurgia 2/6 (33%) 0/6 (0%)
Piora de fungao cardiaca em 3 ou 4 anos 1/4 (25%) 2/6 (33%)
Espess. max do endoc (mm) 29+04 3,1+0,6

Infiltr inflam proeminente no endomiocardio

2/6 (33%)

116 (17%)
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A eosinofilia periférica nesse subgrupo foi detectada em 6/12 pacientes
(41%), oscilando entre 552 e 1932 eosinodfilos/mm?3, quatro deles entre os
pacientes positivos para agentes infecciosos. A paciente adicional apresentou
purpura pigmentosa crénica em tratamento. O tempo entre o inicio dos
sintomas e o ato cirurgico variou entre 0,5 e 22 anos (média 10.2 £ 7,9).

Todos os pacientes do 2° subgrupo tiveram alta hospitalar, sendo que
os # 14 e 28 tiveram morte subita 12 meses e dois meses apds a cirurgia,
respectivamente. Houve severa deterioracdo da funcdo cardiaca no
seguimento de longo prazo (3 ou 4 anos) em 3/10 pacientes (30%), sendo
que os # 10 e 13 foram reoperados apos 3 e 6 anos, respectivamente.

Do ponto de vista histolégico as amostras do 2° subgrupo exibiram as
alteracbes tipicas da doenca. Calcificacdo e trombose recente foram
identificadas em 3/12 (25%) e 8/12 (67%). Em 3/12 (25%) amostras foi
identificado infiltrado inflamatério moderado com proliferagdo vascular de
vasos pequenos e hemossiderina em macréfagos, caracterizando tecido de
granulagdo no endocardio. Esses casos apresentaram menor tempo de
evolugao da doenga (1,17 £ 0,76 anos) em relagdo aos pacientes sem essa
caracteristica (13,22 + 6,76 anos). Nao se observou agresséo direta de
fibras miocardicas por células inflamatérias, mas em 5/12 casos foi
identificada reatividade do sistema reticulo-endotelial intersticial, todos eles
positivos para genomas infecciosos.

Nao foram encontradas diferengas, quer do ponto de vista clinico quer
anatomopatolégico, entre os dois grupos de pacientes, quanto aos itens
idade, sexo, tempo de doenga, eosindfilia periférica, doenga bilateral e tecido

de granulagéo no endocardio.



5. DISCUSSAO
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O aspecto macroscoépico que mais chamou a atengdao na EMF foi a
fibrose, ndo so pela intensidade e distribuicao particulares, como pela incrivel
capacidade de retrair o miocardio adjacente e assim restringir o volume da
cavidade cardiaca. Nisso a EMF se diferencia de outras cardiopatias que,
embora também apresentem fibrose endocardica intensa, nao evoluem com
restricdo ventricular, tais como a fibroelastose, a lesdo de ponta da Doenca de
Chagas e o trombo mural pds-infarto isquémico. E esse sem dlvida o aspecto
que mais chamou a atengdo de médicos ingleses em meados do século
passado e os alertou para o fato de estarem diante de uma nova doenca.

Do ponto de vista histologico, a associagao de trés elementos com
aspecto, intensidade e distribuicdo caracteristicos (fibrose, infiltrado
inflamatorio e proliferagcao vascular) foi tipica e possibilitou o diagnoéstico

seguro de EMF em material de ressecgao cirurgica.

5.1 Fibrose endocardica

Sendo a fibrose o elemento mais marcante, mereceu também

nossa atencao inicial.
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A histologia os aspectos caracteristicos foram a alternancia de areas
fibréticas densas hialinas com areas frouxas edemaciadas na profundidade e
a riqueza de fibras elasticas. Estas ultimas estavam entrelagadas e
distribuidas de forma desordenada, porém com duas faixas de reforgo nitido:
uma junto ao miocardio e outra no limite interno da cavidade, talvez em
resposta a intensa pressdo interna do sangue no interior da cavidade
ventricular. Foi identificada fibrose homogénea com poucos fibroblastos e
miofibroblastos de permeio. Em varios aspectos, a lesdo endocardica pode
ser considerada analoga a encontrada na cicatriz hipertréfica por segunda
intenc&o, que reproduz de modo anémalo o endocardio original.

As caracteristicas histoldgicas descritas acima permitem estabelecer
o diagnéstico anatomopatoldgico diferencial com as duas principais
entidades que causam espessamento endocardico: a fibroelastose e a
cardiopatia relacionada a sindrome carcindide. Na primeira, o0
espessamento endocardico € uniforme, acomete o ventriculo esquerdo,
pode ser focal ou difuso e vem sempre acompanhado de proliferagao
abundante de fibras elasticas dispostas de forma paralela, sem permear o
miocardio subjacente. A fibroelastose € mais freqliente em criancas de até
dois anos e pode estar acompanhada por estenose e coartacao da aorta
[Aiello e Higuchi, 1994] [Nield et al, 2002]. Na cardiopatia associada a
tumores carcindides do tubo digestivo ocorrem placas fibrosas
endocardicas superficiais em camaras cardiacas direitas, por liberacédo de
serotonina, bradicinina e outras substancias secretadas pelo tumor

[Pellikka et al, 1993]. Do ponto de vista histolégico essas placas respeitam
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o limite com o miocardio e sédo constituidas por tecido fiboroso com células
musculares lisas isoladas em meio a estroma rico em mucopolissacarides
acidos e colageno, sem elastose [Kushwaha et al, 1997]. Em nenhuma das
duas situagdes o espessamento fibroso &€ acompanhado por vasos
proliferados ou por infiltrado inflamatario.

Pouco se conhece sobre os constituintes do colageno na faixa fibrosa
da EMF. Os primeiros a investigar o assunto foram Balarin e Andy em 1983,
que constataram no soro de pacientes com EMF um aumento de enzimas
que atuam na sintese de colageno [Bolarin e Andy, 1983]. Em 2001,
Rhadakumary et al demonstraram a prevaléncia do colageno tipo | sobre o
tipo Ill em fragmentos de lesdo endocardica de pacientes portadores da
doenga. O material, proveniente de autdpsia ou de ressecc¢ao cirurgica, foi
submetido a digestdo péptica seguida de gel-eletroforese. Ja a analise feita
por nés dos diversos tipos de fibras colagenas marcadas por
imunoistoquimica ndao mostraram resultados tao expressivos. As fibras dos
tipos | e lll foram identificadas na faixa fibrosa de forma homogénea,
notando-se leve predominio do tipo I, porém sua quantificagdo ficou
prejudicada pelo acentuado entrelacamento das fibras. E provavel que o
método ndo seja o mais adequado para avaliagdo quantitativa. Ja o
colageno tipo IV, como esperado, s6 foi encontrado ao redor de vasos.
Faz parte da camada basal e, portanto, ndo é componente da faixa fibrosa.
Assim, em ultima andlise, os resultados observados estao de acordo com os

obtidos por gel-eletroforese por Rhadakumary et al (2001).
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As fibras colagenas tipo | e Il sdo o principal constituinte estrutural
do intersticio no coragao, dao suporte a diversas estruturas miocardicas e
contribuem para a funcado contratil cardiaca. As fibras do tipo | sado as
responsaveis pela for¢a tensora do tecido, enquanto as do tipo Ill fornecem
a resisténcia ideal para a integridade e distensibilidade do arcabouco
estrutural [Bishop et al, 1998]. Em condi¢gdes patologicas o remodelamento
do colageno pode ocorrer tanto na estrutura quanto na sua composi¢ao
bioquimica, afetando a relagdo de propor¢cdo entre os colagenos I/lll.
Por exemplo, na miocardiopatia dilatada ocorre aumento da concentragao
de ambos os colagenos, com predominio do tipo I. Ja na cardiopatia
isquémica observa-se o inverso, ou seja, o aumento do colageno tipo Il
[Marijianowski et al, 1995]. Na EMF, na area lesada predomina o tipo I, que
poderia provocar o enrijecimento do miocardio e afetar sua funcéo contratil
tanto sistélica como diastdlica. Quanto ao componente celular da fibrose,
normalmente os fibroblastos sdo as principais células no remodelamento
tissular. Eles migram para a area lesada, proliferam-se, produzem matriz
extracelular e se diferenciam em miofibroblastos. A migracdo e a
proliferacdo de fibroblastos sdo desencadeadas por diversos fatores de
crescimento, como TGF-B (“transforming growth factor”-3), PDGF (“platelet-
derived growth factor”), EGF (“epidermal growth factor”), FGF (“fibroblast
growth factor”) e citocinas fibrogénicas como IL-1 (“interleukin-1”) e TNF-a
(“tumor necrosis factor’-a). Tais fatores sao liberados por plaquetas, células
inflamatodrias e células endoteliais ativadas. Os miofibroblastos também

desempenham papel crucial na reparacdo e remodelamento tecidual
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através da sintese e organizagdao da matriz extracelular, além de serem
responsaveis pela tensao tissular. Eles surgem a partir de varias células
mesenquimais, como fibroblastos locais, fibrdcitos, pericitos e células
musculares lisas da camada média de vasos arteriais. Fibrécitos séo
células derivadas da populagdo imatura de precursores da linhagem
monocitica da medula 6ssea [Hinz et al, 2007]. Na ultima década surgiram
evidéncias na literatura sobre sua participagdo em processos reparadores
cicatriciais normais ou patolégicos, tais como doencas fibrosantes
associadas a infiltrado inflamatério persistente. Essas células, quando
estimuladas “in vitro” por citocinas pro-fibréticas, produzem grande
quantidade de matriz extracelular e se diferenciam em fibroblastos e
miofibroblastos. Os fibrécitos produzem também citocinas, como CTGF
(“connective tissue growth factor’) e TGF-p4 e fatores de crescimento que
induzem a angiogénese, a proliferagcao de fibroblastos locais, além de
promoverem a sintese de matriz extracelular [Bellini e Mattoli, 2007].
Entretanto, o acumulo de colageno na area de lesao tecidual ndo depende
sO6 do aumento da sintese, mas também da diminuicdo da degradagao
pelas metaloproteinases ou colagenases intersticiais, que sao liberadas por
fibroblastos, macréfagos e neutréfilos. Essas enzimas promovem a
degradacédo dos componentes da matriz extracelular. O resultado final do
remodelamento tecidual depende do balango entre a sintese e a
degradacéao do colageno [Cotran et al, 1999].

Nao ha na literatura estudos a respeito da fibrogénese referentes a

EMF. E possivel que ocorram falhas em uma ou mais fases do processo de
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reparagdao tecidual do endocardio, com participacdo de fibroblastos,
miofibroblastos e fibrocitos, resultando no acumulo de colageno com
escasso componente celular.

A presenca de calcificagdo nas areas de fibrose, identificada em 35%
dos casos, € indicativa de longo tempo de evolugédo da lesdo, chamada de
calcificacao distréfica. Esse dado estda de acordo com a histéria clinica
desses pacientes, os quais apresentam em meédia 11 anos de evolugao da
doenca. Ela contribui certamente para o agravamento da fungao cardiaca.

Os trombos murais de fibrina, recentes e superficiais, sao
indicativos de ulceragao superficial do revestimento endocardico e
podem ser lentamente incorporados a lesdo endocardica. Entretanto,
nado ha evidéncia anatomopatologica ou clinica de progressao da leséao

endocardica ao longo do tempo [Mady et al, 1991].

5.2 Alteragoes inflamatérias do endocardio

O componente inflamatoério linfomononuclear na lesdo endocardica
foi referido na literatura por varios autores desde a descrigdo da doenca.
Embora fosse discreto, focal e pouco variasse de intensidade de caso para
caso, esteve sempre presente em nossa casuistica junto aos vasos, na
profundidade da lesdo. A marcagao imunoistoquimica e a contagem celular
demonstraram predominio de linfécitos de linhagem T e de macrofagos,

duas células que classicamente participam de fendmenos inflamatorios
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cronicos via Th1, indicando a persisténcia de um fator lesivo tecidual
inespecifico. Sabe-se que nos processos inflamatorios crénicos os linfocitos
T participam diretamente na ativacdo de macréfagos através da liberacao de
linfocinas, principalmente o IFN-6 (“interferon-6"). Os macréfagos, por sua
vez, sao células fundamentais na inflamagao crénica, responsaveis nao so
pela fagocitose de restos celulares necréticos e fibrina, mas também pela
liberagao de citocinas e fatores de crescimento (TGF-B, PDGF, bFGF) que
causam migracao e proliferacao de fibroblastos, deposicdo de colageno e
angiogénese [Adams e Lloud, 1997]. De todos os fatores de crescimento, o
TGF-B parece ser o mais importante pelos multiplos efeitos que favorecem a
deposicao de tecido fibroso, além de ser quimiotatico para mondécitos, atuar
na angiogénese e estar aumentado em doencas crbnicas fibrosantes.
Por marcacao imunoistoquimica foram detectados em numero consideravel
linfécitos de linhagem B participando do infiltrado inflamatério. Essas células
sdo classicamente consideradas importantes na resposta imune humoral na
reacado inflamatéria aguda, mas pouco se sabe sobre o seu papel nos
processos inflamatérios crénicos. Recentemente, os linfocitos de linhagem B
foram relacionados a neolinfangiogénese por Angeli et al em estudo sobre
inflamacao crénica de linfonodos [Angeli et al, 2006]. Em processos intersticiais
cronicos renais, por exemplo, elas parecem estar envolvidas na
neolinfangiogénese e na ativagéo de linfécitos T via apresentacéo de antigenos
[Heller et al, 2007], que também estao presentes na EMF.

Quatro casos de nossa amostra chamaram a atencdo pela maior

intensidade de células inflamatdrias acompanhadas por proliferacdo vascular
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de vasos de pequeno calibre e por hemossiderina. O quadro € sugestivo de
tecido de granulacdo e pode ser indicativo de lesdo mais recente.
A afirmativa é corroborada pelo fato de trés desses casos terem apresentado
um periodo mais curto de evolugao da doenca antes do ato cirurgico (menos
de dois anos e meio).

A avaliagdo histolégica dos eosindfilos na lesdo endocardica
demonstrou um pequeno numero dessas células, mesmo em pacientes
com eosinofilia periférica na época do ato cirurgico, excecao feita apenas a
um caso com granuloma epitelidide mal estruturado rico em eosindfilos na
interface endocardio/miocardio, sugerindo reatividade Th2. Do ponto de
vista clinico-laboratorial foi detectada eosinofilia periférica transitéria
(entre 550 e 1900 cels/mm?3) em 45% dos pacientes em alguma fase do
seguimento da doenga, em alguns até no seguimento pds-operatorio, sem
causas aparentes como parasitoses ou manifestagcdes alérgicas.
Apenas uma paciente do grupo tem diagndstico de Sindrome
Hipereosinofilica associada, em tratamento com imunodepressor iniciado
quatro anos antes dos sintomas cardiacos.

Desde a descricdo da EMF tem sido constatada nos pacientes
eosinofilia periférica transitéria em niveis ndo muito elevados. Tal condi¢ao é
freqiente, mas nao obrigatéria. Sua identificagdo na casuistica encontra
apoio na literatura. O proprio Davies relatou no artigo original de 1948 que
“eles [0os pacientes] as vezes apresentam eosinofilia sem causa aparente”
[Davies, 1948]. Posteriormente, varios estudos clinicos relataram o mesmo

fato, tanto na Africa [Jaiyesimi, 1982], como na india [Kartha, 1995] e no
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Brasil [Guimaraes et al, 1971]. Entretanto, outras pesquisas se seguiram
mostrando que os valores da eosinofilia ndo eram significativos em relagao
ao grupo controle daquela determinada regido [Patel et al, 1977] [Vianna et
al, 1990]. Quanto aos dados histologicos, estudos anatomopatoldgicos
sucessivos desde a descricdo da doenga confirmaram a escassez dessas
células na lesdo endocardica [Chopra et al, 1990] [Valiathan, 1993].

O encontro de granulomas epitelidides na EMF também ¢é ocasional.
Estado provavelmente relacionados a presengca de componentes antigénicos
insoluveis desconhecidos, que suscitam reacdo granulomatosa via Th2.
Esses antigenos sao fagocitados por macréfagos que ativam linfécitos T
CD4+. Por sua vez, estas células produzem citocinas como IL-2 (“interleukin-
2”) e IFN-®, o qual é importante na transformacao de macréfagos em células
epitelidides e células gigantes [Perez et al, 2003]. Esse achado assinala,
pelo menos em alguns casos, a participagao de uma resposta imune celular
paraleala a reagcdo humoral na evolugdo da doenca. A ocorréncia de
granuloma epiteliodde e de agregado linféide na interface
endocardio/miocardio em dois casos da casuistica sao indicativos de fator
lesivo tecidual persistente, de longa duracdo. Nesse aspecto, fatores
ambientais e a desnutricdo crbénica, freqlente em pacientes com EMF,
[Rutakingirwa et al, 1999 ] podem contribuir para a manutencéo da lesao,
impedindo sua completa cicatrizacao.

A participagédo dos eosindéfilos na patogenia da EMF é controversa e
nao esta definitivamente estabelecida. Os eosindfilos sdo células que

também participam da inflamacao crénica e das reagdes imunes mediadas
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por IgE. Sao derivadas da linhagem mieldéide da medula 6ssea e séao
atraidas para as areas de lesao pela agao de citocinas liberadas por células
inflamatdrias, como GM-CSF (“granulocyte-macrophage colony-stimulating
factors”) e as IL-3 e IL-5 (“interleukins-3 e interleukins-5”, também chamada
eotaxina) [Teixeira et al, 1997]. Os eosindfilos maduros sédo entéo liberados
e rapidamente migram para tecidos periféricos, onde tém sobrevida curta,
a menos que a apoptose seja inibida pelas mesmas citocinas.
A superproducao de qualquer dessas citocinas leva a eosinofilia sanguinea
pelo excesso de producdo e por inibicdo da lise celular periférica.
A eosinofilia é deletéria e pode ter consequiéncias patologicas pela liberagao
de granulos citoplasmaticos altamente catibnicos no tecido [Roufosse et al,
2004]. Embora os eosindfilos tenham sido objeto de varios estudos na ultima
década, ndo ha consenso sobre sua funcdo em condigcbes normais ou
patolégicas [Adamko et al, 2005]. Existem fortes evidéncias de que atuem
direta e indiretamente sobre os mastocitos, liberando histamina e
perpetuando quadros alérgicos, mas os mastécitos ndo sao frequentes na
EMF. Os eosindfilos podem também agir sobre os fibroblastos e modular o
processo de remodelamento tecidual pela liberacdo de granulos
citoplasmaticos contendo citocinas. FGF (“fibroblast growth factor”), NGF
(“nerve growth factor”), TGF-B (“transforming growth factor’-B) e VEGF
(“vascular endothelial growth factor’) sdo exemplos de citocinas liberadas
pelos eosindfilos que estimulam a proliferacéo de fibroblastos, a producao de
colageno e a angiogénese [Munitz e Levi-Schaffer, 2004]. Além das doencgas

parasitarias e das de fundo alérgico, os eosindfilos tém sido encontrados em
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altos niveis no sangue e/ou no infiltrado inflamatério tecidual associado a
doencas de carater fibrosante malignas (Doenca de Hodgkin, varios tipos de
leucemia e linfomas) e benignas (colangite esclerosante, Doenga de Crohn,
fibrose idiopatica retroperitoneal, EMF e outras), com significado ainda
pouco esclarecido [Noguchi et al, 1992]. Os produtos de degranulacéo dos
eosindfilos podem permanecer no tecido por longo periodo, mesmo apds
desaparecimento destes do sangue periférico, como foi demonstrado por
técnica imunoistoquimica por Spry em 1986, em tecido cardiaco obtido de
pacientes portadores de Sindrome Hipereosinofilica. Noguchi et al em 1992
demonstraram a presenca de produtos de degranulagao de eosindfilos por
imunofluorescéncia indireta em espécimes de tecido obtidos de pacientes
portadores de doencas inflamatdrias fibrosantes variadas. Sendo assim, o
fato de encontrarmos raros eosindfilos a histologia ndo exclui totalmente a
participagao patogenética dessas células na EMF [Janin, 2005]. A agao
lesiva dos eosinodfilos poderia se dar por um processo lento e gradual como
o da apoptose. Recentemente, Corradi et al demonstraram o aumento do
processo de apoptose de lesdo de fibras miocardicas e de deposi¢cao de
colageno em pacientes com miocardite eosinofilica associada a Sindrome
hipereosinofilica [Corradi et al, 2005].

O relato da associagao entre eosinofilia e lesdo endocardica nao é
recente. Em 1936 foi descrita na Alemanha por Loffler’, citado por
Brockington e Olsen (1973), a “Endocardite parietal fibroplastica”, hoje

conhecida como Endocardite de Loffler, em dois pacientes com eosinofilia

" Loffler W. Endocarditis parietalis fibroplastica mit Bluteosinophilie:ein eigenartiges Krankheitsbild,
Schweiz, Med Wochenschr. 1936; 17: 817.
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persistente em altos niveis, faléncia cardiaca e rapida evolugao para o6bito,
cuja autdpsia revelou espessamento endocardico. Em 1973 Bockington e
Olsen, em estudo anatomopatolégico comparativo entre a Endocardite de
Loffler e a EMF de origem tropical, concluiram que nao havia diferenca entre
as duas doencgas e propuseram a sua unificacao (teoria unicista). O mesmo
grupo de pesquisadores sugeriu uma teoria patogenética segundo a qual a
agressao tecidual inicial na interface endocardio/miocardio ocorreria por
acao direta dos eosindfilos ou pelos produtos de sua degranulagao
(decorrente de causas variadas), seguida de trombose mural e substituicao
por fibrose [Olsen e Spry, 1985]. Esses trés estagios propostos foram bem
identificados na endocardite de Loffler, mas ndo na EMF, o que até certo
ponto contraria o esperado pelos ditames da patologia geral. Segundo eles,
“a Doenca de Davies seria uma etapa tardia da endocardite de Loffler devido
a infeccbes parasitarias via eosinofilia” [Brockington e Olsen, 1973].
No entanto, os varios estudos que se seguiram tentando associa-la a doengas
parasitarias, particularmente filariose (loa-loa), microfilariose, triquinose e
helmintiase, ndo foram conclusivos [Patel, 1977] [Andy et al, 1977, 1981, 1998]
[Andy, 2001]. Outros autores indicavam estreita relacdo entre eosinofilia e
lesdo endomiocardica [Oakley e Olsen, 1977] [Olsen e Spry, 1985]. A idéia
de unificar as duas entidades tem sido contestada por pesquisadores da
variante tropical com base também em diferengas epidemioldgicas, clinicas
e geograficas. A endocardite de Loffler acomete preferencialmente homens
na quarta década de vida, ocorre em regides temperadas, compromete

outros 6rgaos além do coragao, apresenta maior incidéncia de fenbmenos
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tromboembodlicos, é biventricular em 100% dos casos e esta associada a
eosinofilia periférica persistente, sem causa aparente, (acima de 1500
cels/mm?® durante pelo menos seis meses, ou Sindrome Hipereosinofilica).
Ja na EMF o unico 6rgao acometido é o coracao e nao se observa eosinofilia
em niveis tado elevados e persistentes. Em vista disso, atualmente a
tendéncia € manter as duas entidades separadas, a EMF ou Doencga de
Davies e a Endocardite de Loffler associada a Sindrome Hipereosinofilica,
até que novos conhecimentos esclaregcam a etiopatogenia das duas doengas

[Braunwald, 2001].

5.3 Alteracoes vasculares do endocardio

As alteragoes vasculares na faixa fibrosa endocardica na amostra
foram proeminentes, caracterizadas por alteragdes na parede vascular e por
grande numero de vasos calibrosos e dilatados na profundidade da leséao.
Chamou a atengcdo a presenca de artérias de pequeno calibre de parede
espessada a custa de proliferagcao fibroconjuntiva e degeneragdo mucoide
da camada média, formando um “coxim” irregular, ao lado de vasos venosos
irregulares e dilatados. Tal aspecto é sugestivo de fistula arteriovenosa de
aspecto semelhante ao do aneurisma cirséide. Foram encontrados ainda
vasos calibrosos permeando o miocardio subjacente, em ampla
comunicagao com a rede coronariana intramiocardica. A marcagao

imunoistoquimica dos vasos linfaticos pela podoplanina, marcador recente
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[OrdbRez, 2006] empregado na EMF pela primeira vez na literatura,
demonstrou que pelo menos 30% dos vasos eram pequenos linfaticos. Tais
vasos habitualmente ndao estdo presentes no endocardio e na camada
superficial interna do miocardio [Ishikawa et al, 2007]. Assim, além de
intensa proliferacdo vascular terminal e de alteragdes da parede vascular,
estdo presentes vasos linfaticos em grande quantidade, o que sugere
drenagem continua da rede vascular anémala e dificuldade de retorno
venoso. As alteragdes vasculares sdo também indicativas de alteragdes na
microcirculacao, talvez decorrentes de modificagdes hemodinamicas locais
que podem atuar na manutencdo de mecanismo patogenético ainda
desconhecido na les&o endocardica.

As lesbes vasculares descritas acima assemelham-se até certo ponto
as descritas na EMF por Connor et al em 1968 e por Andrade na Bahia em
1973. Este chegou a considera-las um “elemento patogenético na
progressao da doenca” [Andrade e Teixeira, 1973].

Um dos componentes importantes no processo de cicatrizagao
tecidual em condi¢gdes normais ou patoldgicas € a neovascularizagao ou
angiogénese, um dos elementos basicos do tecido de granulagdo que
consiste no aparecimento de novos vasos a partir de “brotos” capilares de
vasos pré-existentes. Trata-se de processo que ocorre em multiplas etapas e
do qual participam varios fatores com atividade angiogénica, principalmente
VEGF (“vascular endothelial growth factor”) e angiopoietinas. Esses fatores
sao secretados por células mesenquimais do estroma e seus receptores

estao localizados no endotélio. O VEGF constitui o mais importante desses
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fatores e sua expressao é estimulada por citocinas, fatores de crescimento
(TGF-B, TGF-a, PDGF) e principalmente por hipodxia tissular [Risau, 1997].
No coragdo normal a nutricdo da regido endocardica e subendocardica se
faz por embebicao, constituindo-se ali regidao de hipdxia relativa [Krieger,
1976]. Na EMF aparentemente a origem dos vasos observados esta
relacionada a presencga de tecido de granulagédo envolvido na reparagcao da
lesao tecidual inicial. Esses vasos se mantiveram pérvios devido a condi¢cdes
hemodinamicas locais ou a outros fatores desconhecidos que interferiram na
evolucdo natural do processo de cicatrizagdo. A rede vascular resultante, de
carater anbmalo, poderia ser um fator importante na manutencao da lesao.
A hipdxia relativa da regiao subendocardica poderia ser um fator adicional no
surgimento de proliferagao vascular na lesao.

A manifestacédo clinica da participagdo da microcirculagdo na EMF
pode corresponder a dor precordial atipica, ou seja, ndo relacionada ao
esforgo fisico, que alguns pacientes apresentam de maneira intensa. Quinze
pacientes referiram esse sintoma, que era o principal em quatro deles.
Em cinco pacientes a dor persistiu apdés a ressecgao cirurgica, que €
superficial e ndo atinge totalmente o componente vascular subjacente.
Todos os pacientes apresentavam comprometimento de ventriculo
esquerdo, isoladamente ou ndo, sendo a doenga biventricular em oito dos 15
casos. Gupta et al em 1989 referiram dor precordial em 13% dos pacientes
de sua casuistica na primeira apresentacgao clinica. Em nosso meio, Pereira
Barretto et al em 1996 constataram esse sintoma em 56% dos pacientes
com comprometimento isolado de ventriculo esquerdo em seguimento de

longo prazo. Bestetti et al em 2005 relataram um caso de dor precordial
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intensa com caracteristicas de angina em paciente com EMF isolada de
ventriculo esquerdo. Embora ndo patognoménica, a tradugdo
cineangiocoronariografica da proliferagdo vascular terminal poderia
corresponder ao “blush”, borramento da imagem vascular coronariana
terminal que nao é visto em condi¢cdes normais. Na revisao de 16 exames da
casuistica, encontramos “blush” em nove casos (cinco em ramos de
coronaria direita e quatro na esquerda), sendo que sete destes pacientes
apresentavam dor precordial concomitante. Nossos dados estdo de certa
forma de acordo com os de Balakrishnan et al, que, em 1983 relataram a
presenca de “blush” vascular em 50% dos pacientes com EMF em
angiografia coronariana. Meuwissen et al relacionaram a imagem do “blush”
na angiografia coronariana da EMF ao trombo mural ventricular que poderia
estar associado a lesao endocardica [Meuweissen et al, 1999]. Essa imagem
nao € patognoménica e pode ocorrer em outras situagbes patoldgicas de
comprometimento de microcirculagdao, como fistula artério-venosa congénita
ou adquirida, trombos murais (duas situagées que eventualmente podem
estar presente na EMF), mixoma cardiaco e miocardiopatia diabética [Soulen
et al, 1977] [Kwan e Feit, 1993] [Sari et al, 2007]. O fato de ndo detectarmos
correlacdo estatistica entre dor precordial atipica, “blush” constatado a
cineangiocoronariografia e intensidade de neovascularizagdo endocardica na
avaliagao histoldgica, ndo afasta a possibilidade de associagao positiva entre
esses dados. Como as amostras testadas eram pequenas, a impressao
clinica dessa associagcdao deve prevalecer até que novas pesquisas

esclaregam definitivamente os fatos.
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5.4 Alteragoes do miocardio subendocardico

As alteragdes miocardicas na amostra foram bem menos evidentes
que as endocardicas, indicando que a doenga acomete fundamentalmente o
endocardio. Foram mais bem identificadas no grupo de ressecgédo cirurgica
pelo fato de as amostras estarem mais preservadas. Resumidamente,
consistiram em fibras miocardicas com sinais de hipertrofia e alteragdes
degenerativas em células isoladas. Em alguns casos foi encontrado
alargamento do intersticio a custa de macréfagos e linfocitos de linhagem T
com discreta proliferacao fibroconjuntiva, sem agressao direta as fibras
miocardicas, 0 que preenche os critérios de miocardite tipo “borderline”
[Aretz, 1987]. Os eosindfilos foram vistos apenas em dois casos, relativos a
pacientes que apresentavam eosinofilia periférica na época da ressecgao
cirurgica. Esses dados indicam que o miocardio ndo esta fundamentalmente
envolvido na patologia da doenga, apresentando apenas alteragdes
discretas e residuais, decorrentes da vizinhanga de lesdo endocardica, como

ja foi descrito na literatura anteriormente [Connor et al, 1968] [Chopra, 1990].

5.5 Patogenia da EMF

Sao quatro as principais teorias patogenéticas propostas na EMF até
o0 momento, todas elas com aspectos ainda validos. A primeira € devida a

Davies e Ball, que aventaram a possibilidade de lesdo necrdtica inicial no
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miocardio subendocardico com extensédo para endocardio adjacente, seguida
por trombose mural primaria, organizagdo do trombo até tecido fibroso e
trombose mural secundaria sucessiva. Apontaram como possiveis fatores
etiologicos dessa lesdo inicial as infecgdes virais, as reagdes antigeno-
anticorpo e a desnutricao [Davies e Ball, 1955]. Connor et al em 1968
propuseram que a EMF seria uma doenca do tecido conjuntivo cardiaco.
A lesdo inicial estaria relacionada ao acumulo de mucopolissacarides no
endocardio e miocardio superficial, levando a necrose do colageno,
proliferagdo de vasos e fibroblastos, seguida de substituicdo por fibrose.
O mecanismo patogenético basico inicial seria uma reacdo de
hipersensibilidade semelhante ao da doenca reumatica, responsavel por uma
pancardite aguda com perpetuagao da lesdo. Na opinido deles, a EMF seria
uma doencga intersticial e progressiva possivelmente causada por agentes
infecciosos e pela ingestdo de plantas toxicas [Connor et al, 1968]. Por sua
vez, Brockington e Olsen em 1973 propuseram um mecanismo patogenético
que consistiria em trés fases distintas: uma inicial, necrética, caracterizada por
miocardite com eosindfilos, focal ou difusa, com duragdo de poucos meses;
uma fase intermediaria tromboética, com regressdo dos fendmenos
inflamatdrios e formacédo de trombo mural, ocorrendo dentro de um ano da
fase anterior; e por ultimo a fibrotica, de resolucdo do processo inflamatdrio
com formacao de placa fibrosa. Segundo esses autores, a principal causa da
eosinofilia inicial seria infecciosa [Brockington e Olsen, 1973] [Olsen e Spry,
1985]. Por fim, em meados da década de 80, Valiathan et al propuseram

teoria aplicavel as condigbes geograficas especificas de Kerala, porém
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altamente especulativa e de dificil aplicacdo para outras regides tropicais.

Nessa regido indiana predomina solo monazitico com altas concentragdes de

cerium e torium, os quais contaminariam agua e alimentos [Valiathan et al,

1990]. Uma vez ingeridos, esses elementos entrariam em competicao com o

magnésio em fibras cardiacas, provocando necrose, degeneracao celular e

substituicdo por fibrose. Segundo esses autores a EMF seria uma doenca

intersticial [Valiathan et al, 1993].

A dificuldade de identificacdo da lesdao anatomopatoldgica inicial
sugere agao de agente lesivo tecidual persistente por periodo de tempo
relativamente longo. Se a lesao inicial fosse aguda, atingindo extensa area
tecidual cardiaca, o quadro clinico seria abrupto e de graves
consequéncias para o paciente, 0 que nao parece ocorrer. Por isso, € mais
plausivel supor que a lesdo endocardica inicial decorra de agao persistente
de agentes infecciosos, talvez associados a fatores ambientais, nutricionais
ou toxicos.

Dois aspectos clinicos merecem alguns comentarios por suas
implicagdes patogenéticas:

1- Varios estudos clinicos indicam que o agravamento do quadro clinico ao
longo da evolugdo da doenga ocorre por deterioragdo das condigdes
hemodinamicas do paciente, principalmente por insuficiéncia valvar
[Salemi e Mady, 2003]. Na casuistica ndo foram encontradas evidéncias
anatomopatoldgicas de que a doenga evolua por surtos ou de que haja
progressado da lesao fibrotica, por si ou pela incorporacédo de trombos

murais sucessivos. Esses dados estdo de acordo com os de Mady et al,
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que nao encontraram evidéncias de progressdo da doengca em 22
pacientes através de seguimento por duas ou mais cineventriculografias
[Mady et al, 1991].

Varios dos pacientes operados apresentaram sobrevida longa (de até 11
anos) em condig¢des clinicas razoaveis, o que indica, por um lado, que o
tratamento cirurgico é adequado e, por outro, que a doenga nao
apresenta carater recidivante, o que praticamente exclui a possibilidade
de mecanismo patogenético auto-imune. Apenas um caso foi submetido
a uma segunda resseccao de lesdo ventricular, cerca de seis anos apos
a primeira cirurgia. O exame anatomopatolégico mostrou aspecto
semelhante ao da lesdo anterior, ndo sendo possivel esclarecer se a
lesdo recidivou ou se nao foi completamente ressecada na primeira
cirurgia. Os coragdes de dois pacientes que faleceram apds a cirurgia e
foram autopsiados mostraram persisténcia de delicada camada fibrética
cicatricial com vasos na regido de lesdo endocardica prévia, sem
caracteristicas inflamatdrias ou aspecto obliterativo. A ocorréncia de
raros casos de recidiva pds-operatéria esta de acordo com os dados

referidos por outros autores [Schneider et al, 1998] [Moraes et al, 1999].

5.5.1 EMF e agentes infecciosos cardiotrépicos

Tendo constatado a possibilidade tedrica de a EMF estar relacionada

a infeccdo local prévia, decidimos realizar pesquisa local de agentes

infecciosos cardiotropicos. A pesquisa de genomas de alguns virus
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cardiotrépicos e do Toxoplasma gondii no material de ressecgao
endocardica incluido em parafina foi feita através da reagcao de cadeia de
polimerase (PCR e RT-PCR). Apesar de a amostra ser pequena (n=12),
pois s6 obtivemos sucesso na recuperagao dos acidos nucléicos em 33%
dos casos testados, a positividade encontrada foi alta, de 50% (6/12), ja que
0 padrao para individuos normais (sem cardiopatia) € de 0,5%. Nao houve
uniformidade nos resultados obtidos. Duas amostras foram positivas para
citomegalovirus (CMV), duas para enterovirus, uma para CMV e enterovirus
simultaneamente e uma para T. gondii. Nenhum dos casos apresentou
sinais histolégicos de miocardite em atividade. A presenga de agentes
infecciosos ndo se associou aos dados clinicos e morfolégicos pesquisados,
tais como sexo, idade, tempo de doenca, eosinofilia periférica, doenca
bilateral e tecido de granulagao no endocardio.

Em relagdo a PCR, cabe lembrar que o armazenamento e a fixagcao
prolongados em geral comprometem os resultados pela degradagdo dos
4cidos nucléicos, principalmente do RNA, que é mais suscetivel. E possivel
que a positividade da reacdo fosse ainda maior se tivessem sido utilizadas
amostras mais recentes que as desse estudo, as quais permaneceram
arquivadas entre um e oito anos.

Os agentes infecciosos cardiotropicos foram descritos em varias
cardiopatias crénicas, estando presentes as vezes de forma associada e
sugestiva de infecgao multipla [Kuhl et al, 2005]. Apesar disso, seu papel na
patogenia e evolugdo das miocardiopatias ainda esta por ser esclarecida.

Desde meados da década de 90, eles tém sido relacionados a varios tipos
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de lesdo miocardica. Os enterovirus e os adenovirus, duas causas comuns
de infecgao respiratdria, sdo os maiores responsaveis pelos quadros clinicos
de miocardite [Kyto et al, 2005]. Os enterovirus, grupo do qual fazem parte
0os virus coxsackie A e B, sdo mais comumente encontrados em formas
cronicas (72%), como na miocardiopatia dilatada [Keeling and Tracy, 1994]
[Ueno et al, 1995] e possivelmente na displasia ventricular arritmogénica
direita [Bowles et al, 2002]. Ja os adenovirus estdo em geral associados as
formas agudas de miocardite na infancia [Calabrese et al, 2002] e em
adultos [Bowles et al, 2003]. O virus da caxumba foi relacionado
principalmente a fibroelastose endocardica [Ni et al, 1997], enquanto o
parvovirus B19 foi detectado em criangas assintomaticas ou submetidas a
transplante cardiaco [Schowengerdt et al, 1997]. O citomegalovirus, do
grupo herpes, é causa comum de infecgdo cardiaca em imunodeprimidos e
em transplantados cardiacos. Em 2005 Kyto et al demonstraram sua
importdncia na miocardite fatal em individuos imunocompetentes,
detectando CMV por PCR em 38% das amostras de biépsia miocardica.
Em 80% dessas amostras positivas foi confirmada a localizagdo do genoma
viral em fibras miocardicas por hibridizagao “in situ”. Sabe-se que em geral a
primo-infecgcao pelo CMV ocorre na infancia e o virus permanece latente em
leucocitos e células endoteliais. Em individuos imunocompetentes a
reinfeccdo ou reativacido do virus na maior parte das vezes é assintomatica,
enquanto nos imunodeprimidos a infecgao pelo CMV aumenta a morbidade
e mortalidade dos pacientes [Kytd et al, 2005]. Ja a toxoplasmose cardiaca

é frequentemente assintomatica. Em individuos imunodeprimidos HIV
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positivos tém sido relatadas lesbes cardiacas na vigéncia de doencga
disseminada multivisceral a partir de reativagao de infecgao latente. Um dos
locais freqlientes de encistamento do parasita na primoinfecgao sao as fibras
cardiacas. A intensidade da lesdo miocardica varia consideravelmente,
desde miocardite aguda difusa levando a morte subita até lesao focal isolada
em individuos assintomaticos [Hofman et al, 1993].

Na EMF, a primeira pesquisa indireta de agentes infecciosos nao
virais cardiotrépicos foi realizada em 1966 por Ludlam e Somers. A pesquisa
de anticorpos no soro de pacientes em Uganda nao revelou evidéncias de
associacao entre EMF e toxoplasmose. A pesquisa de agentes virais ganhou
novo impulso em 1990, quando ljaola e Falase, trabalhando na Nigéria,
dosaram anticorpos para Toxoplasma gondii e os virus coxsackie B e
arbovirus no soro de individuos normais e de pacientes com EMF.
Nao encontraram positividade para os virus, mas todas as amostras foram
positivas para T. gondii. O resultado, contudo, nao teve valor estatistico em
relagdo as amostras controle [ljaola e Falase, 1990]. Desde entdo n&o houve
referéncia na literatura a outros estudos envolvendo pesquisa de agentes
infecciosos cardiotropicos. O presente estudo € pioneiro na investigacao
desses agentes na lesdao endomiocardica da EMF por técnicas de biologia
molecular.

Os resultados obtidos por nds podem ser interpretados de trés maneiras:
1- Os varios agentes infecciosos encontrados estariam diretamente

implicados na patogénese da lesdo endocardica inicial. Atuariam de forma

isolada ou associados a outros fatores. Seu material genético seria
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incorporado as células do tecido lesado e posteriormente detectados pela
PCR. A persisténcia de agentes infecciosos deve-se a mecanismos
complexos nao totalmente esclarecidos que envolvem caracteristicas
imunolégicas tanto do agente infeccioso quanto do hospedeiro [Noutsias
et al, 2002]. A persisténcia de agentes virais frequentemente esta
associada a menor efeito citolitico e consequentemente a menor infiltrado
inflamatério, como se observa em varias doengas cardiacas cronicas
[KGhI et al, 2005]. Recentemente foi demonstrado que anticorpos contra
CMV podem induzir a lesdo endotelial inicial na aterosclerose pelo
aumento da apoptose, o que corrobora a hipétese de que infecgdes virais
podem desempenhar papel crucial na patogénese de lesdes vasculares e
cardiacas [Lunardi et al, 2007].

Os agentes infecciosos encontrados seriam oportunistas. Sua detecgao
representaria um marcador de alteragdes patoldgicas que ocorreriam no
miocardio. As amostras de tecido provém de pacientes debilitados, mais
suscetiveis a infeccdes por agentes cardiotropicos em decorréncia da longa
evolucao da doenca. Nesse caso, a presenca desses agentes poderia
inclusive contribuir para o agravamento da lesdo endomiocardica. A
proposito, foi demonstrado experimentalmente, por exemplo, que a
deficiéncia de distrofina em ratos facilita a ruptura do sarcolema e a
infecgdo por enterovirus, 0 que desencadeia miocardiopatia [Diong e
Knowlton, 2001].

Os agentes infecciosos estariam em circulagao sem infeccao tecidual.

A positividade da reagao seria resultante da amplificacdo de material



Discussédo 107

genético acumulado na lesdo devido a estase sanguinea local. Para
dirimir essa duvida seria conveniente realizar pesquisa simultanea dos
agentes infecciosos por PCR no soro dos pacientes, o que, todavia, ndo

pbde ser feito na casuistica dado seu carater retrospectivo.

Qualquer que seja a interpretacao dada, os resultados obtidos devem
ser registrados e levados em consideracdo em estudos futuros sobre a

etiologia da EMF.

5.6 Consideracgoes finais

Em resumo, a lesdo endocardica da EMF pode ser considerada um
processo inflamatoério crénico residual persistente e autolimitado com
predominio do componente fibrovascular. A presenca de células
inflamatdrias, embora em pequeno numero, € provavelmente responsavel
pela liberacdo de citocinas que promovem tanto a angiogénese como a
formagdo do colageno. Fatores locais, provavelmente hemodinamicos,
mantém circulagdo sanguinea e linfatica andmalas, com possiveis
comunicagbes artério-venosas em conexao com a rede coronariana
intramiocardica. Essa rede vascular impede a completa resolugédo do
processo inflamatério e perpetua o mecanismo patogenético. A espessa
faixa fibrética endocardica vista a macroscopia nao corresponde a

cicatrizacdo completa de uma lesao prévia. Resulta em verdade de processo
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inflamatdrio crénico inespecifico ativo, o qual é perpetuado por fatores locais
provavelmente vasculares e desencadeado por fator patogenético
desconhecido. A participacdo de eosindfilos na leséo inicial ndo pode ser
afastada no atual estagio dos conhecimentos. Ha indicios clinicos e
epidemioldgicos de que a leséao inicial ocorre de forma insidiosa por estimulo
persistente, talvez em decorréncia da acao direta de um ou mais fatores no
endocardio e no endotélio. Nesse sentido, o papel dos agentes infecciosos
cardiotropicos como causadores da lesao inicial ndo pode ser descartado.
E possivel inclusive que sua atuacdo na EMF se assemelhe & que ocorre na

lesao ateroscleradtica inicial e em outras miocardiopatias.



6. CONCLUSOES
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1 -

As caracteristicas morfologicas do material de resseccao cirurgica de
EMF sdo semelhantes as do material proveniente de autopsias. Ambos
sdo caracterizados por trés elementos histoldégicos basicos: fibrose,
infiltrado inflamatdrio crénico e proliferagdo vascular. Isso significa que o
material de ressecgao cirurgica pode ser utilizado para o diagnostico
anatomopatolégico da doenga. Nao houve correlagdo entre os dados

histologicos, clinicos, laboratoriais e de imagem avaliados.

A avaliagcdo morfolégica dos trés componentes histolégicos principais
demonstrou (a) presenca de fibras colagenas tipo | e tipo Ill integrando a
faixa fibrosa endocardica, com predominio do colageno [; (b) infiltrado
inflamatoério endocardico composto principalmente por linfécitos T,
macrofagos e linfécitos B em menor numero; (c) escassez de eosinodfilos
na lesdao endocardica e no miocardio subjacente; (d) componente
vascular exuberante, com numerosos linfaticos e alteragcbes estruturais
da parede dos vasos, na profundidade da lesado fibrosa endocardica;

(e) presenca de miocardite residual (“borderline”) no miocardio subjacente.

Alta incidéncia de acidos nucléicos de agentes infecciosos cardiotrépicos
foi detectada no endomiocardio de pacientes portadores de EMF

submetidos a ressecgao cirurgica da lesao.



7. ANEXOS
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ANEXO A

Dados de exame macroscoépico de coragdes de autdpsia de pacientes

com EMF (grupo controle positivo da doenga)

CASO/N° PESO VENTR. ESPES. DIST. TROMBO RESTR.

(@) MAX ANEL MURAL

(cm) (cm)

1-A31/80 NA VE 0,4 3,2(vAo)  pontaVE
2-A107/80 220 VE+VD 0,4 (VD) 2,5 (vP) pontaVD VD +++
3-A316/82 278 VE+VD 0,3 (VD) 1,0 (vP) auric. D VD +++
4-A24/83 220 VE+VD 0,3 (VD) 4,0 (vP) nao
5-A157/83 365 VE 0,2 (ponta) 4,5 (vAo) pontaVE
6-A402/83 440 VD 0,4 2,0 (vP) AD VD +++
7-A407/83 346 VE+VD 0,3(VE) 3,5(vAo)  pontaVE
8-A383/85 374 VE 0,3 3,0 (vAo) nao
9-A146/92 340 VD 0,2 2,0 (vP) auric. D

Legendas: AD = atrio direito; auric = auricula; dist. anel v.= menor distancia entre a faixa

fibrosa endocardica e o anel valvar da cavidade correspondente, em cm; espes. max. =

espessura maxima da faixa fibrosa endocardica na parede livre; NA = ndo avaliavel;

restr. = restricdo de cavidade; vA = valva adrtica; VD = ventriculo direito; VE = ventriculo

esquerdo; vP = valva pulmonar
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Dados anatomopatolégicos da casuistica

N°
caso col. col. f. f. inf.

# sexolid. N°peca ventriculo fibrose | Il elast. retic. Infl. vasos podopl. calcif. trombo mioc. observagoes PCR
1 F/42a B91-483 VD 3+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+ 3+ 0 0 0 inad
2 F/63a B92-2468 VD 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 0 0 0 0 inad
B92-2469 VE 3+ 2+ 2+ 1+ o+ 1+ 1+ 0 0 0 0 inad
3 F/64a B95-24 VE 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 3+ 0 1+ 1+ 0 metapl.0ssea inad
4 F/28a B95-671 VD 3+ 2+ 1+ 1+ 0/+ 0 3+ 0 0 0 0 inad
5 M/69a B95-1493 VE 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 3+ 3+ 0 0 3+ 0 granul. Epit.+ t gran. neg
6 F/46a B97-522 VD 2+ 3+ 1+ 1+ o+ 1+ 3+ 0 3+ SRE+ metapl.6ssea inad
B03-1063 VE 2+ 2+ 2+ 1+ 3+ 1+ 3+ 2+ 0 0 inad
7 F/42a B97-936 VE 2+ 3+ 2+ 3+ 1+ 1+ 3+ 0 0 0 SRE+/fibr CcCMV
F/45a B97-1535 VE 2+ 2+ 1+ 2+ 1+ 2+ 2+ 0 1+ 2+ 0 agreg. Linf inad
9 F/43a B97-1836 VE 2+ 3+ 2+ 3+ 1+ 1+ 2+ 0 1+ 3+ 0 inad
B97-1836 VD 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 0 0 1+ 0 tec.granul. inad
10 F/48a B98-1592 VE 3+ 2+ 1+ 3+ 1+ 1+ 2+ 2+ 1+ 1+ 0 neg
11 F/34a B99-315 VD+VE 2+ 2+ 2+ 1+ o+ 1+ 3+ 2+ 0 1+ fibr+ inad
12 F/48a B99-633 VE 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 3+ 2+ 0 0 SRE+ inad

13 F/4d4a B99-1243 VE 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 1+ 0 SRE+ EV+CMV
B99-1243 VD 2+ 2+ 1+ 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 0 0 0 inad
14 M/32a B99-2522  VD+VE 2+ 2+ 1+ 3+ 1+ 2+ 3+ 0 0 1+ 0 tec. granul. EV
15 F/54a B00-1269 VD+VE 2+ 2+ 1+ 1+ 3+ 1+ 3+ 3+ 0 1+ SRE+ inad
16 F/48a B00-1294  VD+VE 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 2+ 3+ 0 0 SRE+ neg

continua...
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N°
caso col. col. f. f. inf.
# sexolid. N°peca ventriculo fibrose | Il elast. retic. Infl. vasos podopl. calcif. trombo mioc. observagoes PCR
17 F/33a B00-1948 VD+VE 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 2+ 3+ 2+ 0 2+ SRE+ inad
18 F/68a B01-477 VD 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 2+ 3+ 0 2+ SRE+ EV

B01-477 VE 2+ 2+ 2+ 3+ 2+ 1+ 2+ 0 0 0 0 inad
19 F/54a B01-823 VE 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ fibr+ metapl.0ssea inad
20 M/34a B01-1478 VE 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 3+ 0 0 0 fibr+ neg
21 F/62a B01-2113 VE 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 2+ 3+ 0 1+ 0 inad
22 F/54a B01-2700 VE 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 neg
23 F/62a B01-2804 VE 2+ 2+ 1+ 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 inad
24 F/55a B02-1355 VE 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 3+ 2+ 1+ SRE+ T.gondii
25 F/40a BO03-214 VE 2+ 0 0 2+ 1+ 2+ 2+ 3+ 0 2+ 0 inad
26 M/39a B03-920 VD 3+ 0 0 2+ 1+ 1+ 2+ 0 2+ 2+ 0 inad
27 F/72a B03-2019 VE 2+ 0 0 2+ 1+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 0 inad
28 M/52a B03-2739  VD+VE 2+ 0 0 2+ 1+ 2+ 3+ 2+ 1+ SRE+ tec.granul. cMv
29 F/72a B04-3299 VD 2+ 0 0 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 0 0 inad

VE 2+ 0 0 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ fibr+

30 F/50a B04-3428 VE 2+ 0 0 2+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 inad
31 M/52a B05-1477 VD 3+ 0 0 2+ 1+ 1+ 3+ 0 1+ 0 0 inad
extra F/42a B93-431 VE 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 0 2+ 0 neg

soxauy
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Dados anatomopatologicos de casos de autopsia (grupo controle)

N° peca N°caso ventriculo fibrose f.elast. f.retic. inf.infl. vasos calcif.
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0
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Anexos

Legenda do anexo B

agreg. linf. - agregado linfoide

calcif - calcificagao

CMV - citomegalovirus

col | - fibras colagenas tipo |

col Il - fibras colagenas tipo IlI

EV - enterovirus

F - feminino

fibr - fibrose intersticial

f. elast - fibras elasticas

f. retic. - fibras reticulinicas

fibr - fibrose intersticial

granul. epit - granuloma epitelidide

id. - idade

inad - amostra inadequada para extracao de oligonucleotideos
inf. infl. - infiltrado inflamatério

M - masculino

metapl. 6ssea - metaplasia 6ssea

mioc - miocardio

neg. - amostra negativa para agentes infecciosos
PCR - reacao de cadeia da polimerase

podopl - presenca de linfaticos pela podoplanina
SRE - sistema reticulo - endotelial

tec. granul. - tecido de granulagéo

VE - amostra de ventriculo esquerdo

VD - amostra de ventriculo direito
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ANEXO C

Avaliagdo quantitativa de vasos na faixa endocardica com resultado

final de n° de vasos/mm?, fracdo de area ocupada pelos lumens vasculares

(Lv) e a porcentagem de espessura de parede vascular (Pv) do 2° subgrupo

(n=21).
N° CASO# NP peca VASOS/MM2 Lv (%) Pv (%)
4 B95-671 106,56 5,61 13,4
6 B97-522 58,75 7,31 17,5
8 B97-1535 40,31 3,12 7.9
9 B97-1836 38,75 6,38 15,1
10 B98-1592 80,31 3,76 9,3
11 B99-315 10,06 9,68 22,4
13 B99-1243 63,12 5,84 13,9
14 B99-2522 87,19 3,39 8,5
16 B00-1294 107,5 3,03 7,7
18 B01-477 67,81 5,93 14,1
19 B01-823 84,69 5,61 13,4
20 B01-1478 85,62 5,48 13,1
22 B01-2700 50,94 8,24 19,2
23 B01-2804 43,75 4,32 10,55
25 B02-1355 63,44 5,66 13,5
26 B03-920 32,19 7,38 17,3
27 B03-2019 50,94 5,43 13
28 B03-2739 93,44 5,32 12,75
29 B04-3299 40,00 1,11 3,45
30 B04-3428 39,69 13,76 31,4
31 B05-1477 59,38 6,47 15,3
Médiazdp 62,11 + 25,78 5,85 + 2,64 13,94 + 5,84

Pacientes com “blush”: # 13, 14, 16, 22, 23, 24, 26, 28, 31
Pacientes com dor precordial atipica: # 4, 9, 10, 13, 14, 16, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30



ANEXO D - Tabela de dados clinicos da casuistica

ANTECEDENTES QUADRO CLINICO
N° caso# sexol/id. proced. diab/HAS eosinof.(ano) Q. alergico parasitose hipotiroi. [ Q. clinico dor prec. "blush" t-doenga

1 F/42a MG N N iodo N N disp+edem N 7a
2 F/63a SP N 8%-1993 N S N disp+edem N 22a
3 F/64da PR N 16%-1998 N N S dispneia N 3a
4 F/27a BA N 8%-1995 N S N palpitacao S 5a
5 M/69a SP N aspirina N tontura N 6m
6 F/46a AL N 10%-2000 N N N ascite N N 4a
7 F/42a SP N 10%-1997 N N N dispnéia N 8a
8 F/45a AC N N N N N dispneia N N 15a
9 F/43a SP SIN N N N dor+disp S 15a
10 F/48a PR S/S N N N N dispneia S N 6a
11 F/34a .. sem H N
12 F/4A8a BA sem H
13 F/44a PE N N dipirona N dispn+asc S S -CE+ 10a
14 M/32a AC N 21%-1999 N S N Tromb.pul S S-CE+ 6m
15 F/54a SP N N asma N N disp+edem N 2a
16 F/48a MG N 6%-2000 S. Hipereos N palpitacéo S S-CD+++ 20a
17 F/32a PA N 12%-2000 iodo N N Tromb.pul N 5m
18 F/61a SP N 8%-2002 asma S disp+dor S 18a
19 F/54a AM N N N S disp+dor S N 17a
20 M/34a SC N N N N N Tromb.pul N N 15a
21 F/62a BA N N N N dispneia N 24a
22 F/54a SP N N N N S disp+arrit. S S-CD+ 23a
23 F/62a SP N/S N asma N S disp+dor S S-CD+ 31a
24 F/55a BA N N N N S disp+dor S S-CE+ 15a
25 F/40a AL N 23%-2003 N N disp+edem S 1a6m
26 M/39a MG N 8%-2003 N esquist HE N disp+edem N S-CD+ 23a
27 F/71a SP N 11%-2003 N S disp+edem N N 5a
28 M/52a AL N 29%-2003 dipirona esquist HE N disp+edem S S-CD+ 1a6m
29 F/72a MG N/S N N S disp+edem S 2a6m
30 F/50a SP N/S 22%-2004 N N S dispneia S 15a
31 M/52a MG N N N N N arritmia N S-CE+ 20a

extra F/42a SP N 21%-1993 purp. pigm S dispn+dor S NA 2a

soxauy
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Continuacao do anexo D

DADOS CIRURGICOS

Pos-operatorio tardio

NO
caso# data resseccdo pl.valvar 6bito PO | 6m/sint. ult.ev/sint. reop.data t.seguim. PCR observagoes autépsia
1 1/4/1991 VD VT N 1997-CFIV N 7a _ _
2 25/11/1992  VE+VD VT+ ponte N CFlI 1993-CFIV N 1a _
3 4/1/1995 VE troca VM N CFll 2006-CFlI N 11a _ op 1971 /troca VM por DR
4 15/5/1995  VD+VE VT N CFlI 1996-CFl+dor N 2a _ _
5 27/10/1995  VE+VD VM+VT N CFlI 2006-CFll N 11a neg _
6 20/3/1997 VD VT N CFlIl 2003-CFlI 13/5/2000 10a _ reop: transplante 2003 _
7 21/5/1997 VE VM+VT N CFlI 2005-CFl N 8a CcMV _
8 19/8/1997 VE VM+VT N CFlI 2005-CF/Il N 8a _ _
9 1/10/1997  VE+VD N N CFlI 1999-CFl+dor N 10a _
10 24/8/1998 VE VM N CFlI 2002-CFlI 19/3/2002  3abm neg reop: pl VM e VT (ob 39d)
11 17/2/1999 VD+VE VM+VT 6d 6bito 1999-CFIV N 6d-6bito _ tromb pulmonar + cirrose _
12 26/3/1999 VE nao N N _
13 21/6/1999  VE+VD VM N CFlI 2005-CFlI 30/8/2005 6a EV+CMV reop: troca VM + ress VE
14 1/12/1999  VD+VE VT+tr VM N 1999-CFlI N 29d EV _
15 7/6/2000  VD+VE VM+VT 6d Obito 1999-CFIV N 6d-obito _ choque cardiogénico _
16 12/6/2000 VE+VD VM+VT N 2000-CFlI N od neg _
17 1/9/2000 VE+VD VM+VT N 2000-CFl N 6d _ _
18 1/3/2001 VE+VD VM+VT N CFI 2003-CF/ll N 2a4m EV _
19 11/4/2001 VE VM N CFlI 2005-CFll+dor N 4a _ persiste dor _
20 27/6/2001 VE VM+VT N CFlI 2005-CFIV N 4a neg _
21 3/9/2001 VE VM+VT N CFlI 2003-CFll N 1a6m _ _
22 5/11/2001 VE VM N CFll 2005-CFll/llI+dor N 5a neg persiste dor _
23 19/11/2001 VE VM N CFlI 2006-CFlI N 5a _ _
24 4/6/2002 VE VM N CFlI 2005-CFll N 3a T. gondii _
25 22/1/2003 VE VM+VT N CFlI 2005-CFl N 2a _ _
26 28/3/2003 VD VT 63d Obito 2003-CF-IV N 63d-obito _ choque cardiogénico _
27 18/7/2003 VE VM+VT 53d 6bito 2003-CFIV N 53d-obito _ tromb pulmonar A184-03
28 22/9/2003  VE+VD VM+VT N CFl 2004-CFI/1l N 6m (oA} _
29 26/11/2004  VD+VE VM+VT 19d Obito 2004-CFIV N 19d-obito _ bcp _
30 9/12/2004 VE VM N CFlI 2005-CFl+dor N 6m _ _
31 7/6/2005 VD VT 2d 6bito 2005-CFIV N 2d-obito _ bcp+ cirrose hepatica A100-05
extra 15/3/1993 VE VM+VT N 2001-CFlI N 7a neg

soxauy
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Anexos

Legenda do anexo D

Bcp - brocopneumonia;

“blush” - imagem de neovascularizagao a cineangiocoronariografia;
CD - coronaria direita;

CE - coronaria esquerda;

CF - classe funcional (NYHA);

CMV - citomegalovirus;

DR - doenca reumatica;

diab - diabetes mellitus;

disp - dispnéia;

dor prec - dor precordial;

edem - edema de membros inferirores;
eosinof - eosinofilia periférica;

EV - enterovirus;

F - feminino;

H- historico;

HAS - hipertensao arterial sistémica;
Hipotireoi - hipotireoidismo;

id - idade;

M - masculino;

N - nao;

op - operacao;

PCR - reag¢ao em cadeia da polimerase;
pl valvar - plastia valvar atrioventricular;
PO - pés-operatorio;

proc - procedéncia;

purp pigm - purpura pigmentosa crénica,;
Q alérgico - quadro alérgico;

Q clinico - quadro clinico;

reop - reoperagao;

S - sim;

sint - sintoma;

S. hipereos - sindrome hipereosinofilica;
t. doencga - tempo de evolugido da doenga no pré-operatério;
tromb pulmonar - trombose pulmonar;

t. seguim - tempo de seguimento clinico no pds operatorio;
ult. ev - data da ultima evolucao clinica;
VD - ventriculo direito;

VE - ventriculo esquerdo;

VM - valva mitral;

VT - valva tricuspide
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ANEXO E

Correlagao entre o n° de células inflamatérias do endocardio (end) X
miocardio (mioc)

(coeficiente de correlagdo de Pearson)

conteudo das células: coeficiente de correlagao
valor P

numero de amostras (n)

Mioc-CD3 Mioc-CD20 Mioc-Eos End-CD68 End-CD3 End-CD20 End-Eos

Mioc-CD68 -0,171 0,761 -0,155 0,593 0,594 0,177 0,592
0,660 0,0171 0,690 0,0926 0,0918 0,649 0,0933

9 9 9 9 9 9 9
Mioc-CD3 0,117 -0,0523 -0,269 0,197 0,102 0,169
0,765 0,894 0,484 0,611 0,794 0,663

9 9 9 9 9 9
Mioc-CD20 -0,200 0,488 0,448 0,292 0,506
0,606 0,183 0,226 0,446 0,165

9 9 9 9 9
Mioc-Eos 0,465 0,375 0,763 0,392
0,207 0,320 0,0168 0,297

9 9 9 9
End-CD68 0,571 0,652 0,368
0,108 0,0568 0,330

9 9 9
End-CD3 0,478 0,563
0,193 0,115

9 9
End-CD20 0,485
0,186

9
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Comparacgao entre os grupos de pacientes com e sem imagem de “blush”
a cineangiocoronariografia, em relagao ao numero de vasos/ mm?, fragao
de area de lumen vascular (Lv) e porcentagem de espessura de parede

vascular (Pv)- (teste t)

Pacientes com Pacientes sem Valor P
“blush” (n=9) “blush” (n=7)
N° vasos/mm? 66,77 + 24,60 58,67 + 27,78 0,546
Fracao area Lv(%) 551+1,74 5,77 £ 2,20 0,800
Espessura Pv (%) 13,19 + 3,83 13,80 + 4,90 0,783

Comparacgao entre os grupos de pacientes com e sem sintoma de dor
precordial , em relagdo ao numero de vasos/ mm?, fragcao de area de
limen vascular (Lv) e porcentagem de espessura de parede vascular
(Pv)- (teste t).

Pacientes com dor Pacientes sem dor Valor P
precordial (n = 15) precordial (n = 5)
N° vasos/mm? 68,43 + 23,80 53,56 + 20,58 0,229
Fracao area Lv(%) 5,63 +2,83 574 +1,75 0,933

Espessura Pv (%) 13,44 + 6,24 13,76 + 3,93 0,915
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