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Objetivo
Investigar se chlamydia pneumoniae (CP) ou mycoplasma

pneumoniae (MP) estão presentes na estenose da valva aórtica
(EA).

Métodos
Imuno-histoquímica foi utilizada para identificar os antígenos

de CP (Ag-CP), a hibridização in situ para identificar o DNA de MP,
e microscopia eletrônica para avaliação dos dois agentes, nos grupos:
normal - 11 valvas normais de autópsia; aterosclerose - 10 valvas
de pacientes com aterosclerose sistêmica de autópsia e sem EA; e
EA - 14 espécimes cirúrgicos provenientes de pacientes com EA
analisados em 3 sub-regiões: EA-preservada - regiões mais preserva-
das na periferia da valva; EA-fibrose - tecido fibrótico peri-calcificação;
e EA-calcificação - nódulos calcificados.

Resultados
As medianas da fração de área positiva para Ag-CP foram

0,09; 0,30; 0,18; 1,33; e 3,3 nos grupos acima descritos, respec-
tivamente. A densidade de CP foi significativamente maior nos
grupos aterosclerose e EA-calcificação em relação ao normal
(p<0,05). Dentro do grupo EA, a quantidade de CP foi maior nas
regiões de fibrose e calcificação (p<0,05). As frações de área
positivas para MP-DNA (medianas) foram 0,12; 0,44; 0,07; 0,36;
e 1,52 nos grupos acima descritos, respectivamente. A quantidade
de MP-DNA foi maior na EA-calcificação em relação ao normal
(p<0,05). Dentro do grupo EA, maior quantidade de MP-DNA foi
encontrada nas regiões de calcificação e fibrose (p<0,05).

Conclusão
Os nódulos de calcificação da EA tinham maior concentração

de CP e MP sugerindo que essas bactérias possam estar associa-
das ao desenvolvimento de calcificação e inflamação, apontando
novas semelhanças entre os processos de EA e aterosclerose, que
podem ter mecanismos infecciosos envolvidos.
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Objective
We investigated whether Chlamydia pneumoniae (CP) and

Mycoplasma pneumoniae (MP) are present in aortic valve stenosis
(AS).

Methods
Immunohistochemistry was utilized to identify CP antigens,

in situ hybridization to identify MP DNA, and electron microscopy
was used to evaluate the following three groups: Normal - 11
normal autopsy valves; Atherosclerosis - 10 autopsy valves from
patients with systemic atherosclerosis and no AS; and AS - 14
surgical specimens of AS analyzed in 3 sub-regions: AS-Preserved
- peripheral, preserved regions; AS-Fibrosis - peri-calcified fibrotic
tissue; and AS-Calcification - calcified nodules.

Results
The positive area fraction of CP antigen median values were

0.09, 0.30, 0.18, 1.33, and 3.3 in groups Normal, Atheroscle-
rosis, AS-Preserved, AS-Fibrosis, and AS-Calcification, respectively.
CP density was significantly greater in Atherosclerosis and AS-
Calcification than in Normal (P<0.05). Within the AS group, the
amount of CP was greater in the Calcification and Fibrosis regions
(P<0.05). MP-DNA positive area fraction (median values) were
0.12, 0.44, 0.07, 0.36, and 1.52 in groups Normal, Atheroscle-
rosis, AS-Preserved, AS-Fibrosis, and AS-Calcification, respecti-
vely. The amount of MP-DNA was greater in AS-Calcification than
in Normal (P<0.05). Within the AS group, MP-DNA was in larger
quantity in the Calcification and Fibrosis regions  (P<0.05).

Conclusion
AS Calcified nodes present higher concentration of CP and

MP suggesting that these bacteria may be associated with the
development of calcification and inflammation. This adds novel
similarities between AS and the atherosclerosis process, which
may have infection mechanisms involved.
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O processo de degeneração aórtica associado com a estenose
da valva aórtica (EA) no paciente idoso compartilha várias semelhan-
ças com a aterosclerose das artérias coronárias1. Placas ateroma-
tosas e a calcificação de valvas aórticas sem doença reumática
parecem exibir patogênese similar. As valvas com EA freqüente-
mente exibem alterações inflamatórias com infiltração de macrófa-
gos e linfócitos T ao redor dos nódulos de calcificação, que lem-
bram a resposta inflamatória vista na aterosclerose coronariana2.
Além disso, depósitos de colesterol precedem os nódulos de calcifi-
cação na EA. Os mesmos fatores de risco clínicos usualmente asso-
ciados com a doença arterial coronariana estão associados com a
estenose aórtica calcificada não reumática2-7 e incluem idade avan-
çada, sexo masculino, níveis aumentados de lipoproteína de baixa
densidade (LDL) e lipoproteína Lp(a)8, tabagismo, hipertensão, dia-
betes, hipercolesterolemia9. Polimorfismos genéticos podem tam-
bém ser relevantes no desenvolvimento da aterosclerose10 e na
doença aórtica valvar11. A oesteopontina, uma glicoproteína fosforilada
que pode ser ativamente sintetizada por macrófagos tem sido liga-
da à calcificação e relacionada à gravidade da doença arterial coro-
nariana12 e a lesões avançadas da estenose aórtica13. Entretanto, a
identificação das causas e fatores associados com o desenvolvimento
da calcificação na EA permanece um desafio.

Sugere-se que a Chlamydia pneumoniae (CP) possa estar
envolvida na patogênese da aterosclerose, relacionada a
polimorfismos genéticos14 e inflamação15, porém, isto ainda é
assunto controverso16-18. CP também foi associada com os proces-
sos inflamatórios das lesões da valva aórtica19. Nosso grupo de-
monstrou, previamente, que Mycoplasma pneumoniae (MP) está
presente em associação com CP em placas de artérias coronárias
de síndromes coronarianas instáveis, usualmente associadas à in-
flamação da parede e freqüentemente apresentando calcificação15,17.
Tendo em vista as similaridades entre aterosclerose coronariana e
EA, elaboramos a hipótese de que MP e CP poderiam estar pre-
sentes também na estenose aórtica calcificada do idoso.

Métodos

Três grupos de valvas aórticas foram analisados: grupo nor-
mal, 11 valvas obtidas através da autópsia de pacientes de 52±16
anos (7 mulheres, 4 homens) sem aterosclerose sistêmica ou
estenose aórtica; grupo aterosclerose, 10 valvas obtidas de autópsia
de pacientes de 69±9 anos (5 mulheres, 5 homens) com ate-
rosclerose sistêmica, porém sem EA; e grupo estenose da valva
aórtica (EA), 14 espécimes cirúrgicos de pacientes de 71±8 anos
(4 mulheres, 10 homens) submetidos à substituição da valva aór-
tica por EA. EA severa foi definida como uma valva contendo
áreas de calcificação e difuso espessamento por fibrose e evidên-
cia clínica de obstrução severa. Critérios de exclusão foram: evidên-
cia de doença reumática, endocardite, síndrome de Marfan, ou
doença valvar coexistente em outras valvas (exceto calcificação
do anel valvar). As válvulas do grupo EA forma analisadas em três
sub-regiões: áreas distantes dos nódulos de calcificação (EA-preser-
vada), tecido fibrótico peri-calcificação (EA-fibrose), e focos de
calcificação (EA-calcificação).

Uma seção representativa da porção central das válvulas foi fixa-
da em formalina 10%. A descalcificação foi realizada quando neces-
sário em ácido fórmico 25%. Seções de 5-µm de espessura foram

submetidas a colorações com hematoxilina e eosina, técnica de
imuno-histoquímica (IQ) para detecção de CP e técnica de hibridiza-
ção in situ (HIS) para detecção de MP. A especificidade da reação
de IQ foi confirmada por HIS em três casos positivos para CP.

Análise quantitativa foi realizada com o analisador de imagens
Quantimet 500-Leica detectando-se a fração de área ocupada
por antígenos de CP (Ag-CP) e DNA de MP.

Fragmentos valvares adjacentes aos obtidos para microscopia
ótica de todos os casos foram analisados à microscopia eletrônica.

Técnica de imuno-histoquímica (IQ) - Seções de 5-µm de
espessura de cada espécime foram submetidas à recuperação
antigênica por calor (microondas) e incubadas com um anticorpo
monoclonal anti-CP (clone RR-402, Dako, Carpinteria, CA, USA,
contra a membrana externa principal de CP), por 20 h, a 4º C.
Esse anticorpo não reage de forma cruzada com os seguintes
agentes: adenovírus, vírus respiratório, vírus A e B da gripe, Chla-
mydia trachomatis, e alguns sorotipos de Chlamydia psittaci.
Confirmamos tal especificidade realizando simultaneamente rea-
ções em seções histológicas positivas para citomegalovírus e her-
pes vírus. O anticorpo secundário foi uma imunoglobulina anti-
rato produzida em coelho, conjugada com a biotina (Dako, Car-
pinteria, CA, USA), diluída a 1:2000, por uma hora a 37º C. A
reação foi revelada com streptavidina conjugada com peroxidase
(Amersham International, England), diluída a 1:1000, por uma
hora a 37º C, e 3,3-diaminobenzidina (Sigma Chemical Corpora-
tion, St. Louis, MO). As seções foram contra-coradas com hema-
toxilina de Harri, desidratadas, clareadas, e montadas com Entellan
(Merck, Germany).

Técnica de hibridização in situ (HIS) para MP e CP - A per-
meabilização celular das seções histológicas foi feita com 0,01M
de solução de tampão citrato, pH 6,0±0,1, no forno de microon-
das. A peroxidase endógena foi bloqueada com H202 a 3%. As
seções foram incubadas com a mistura de hibridização contendo:
a sonda, formamida deionizada, sulfato dextran 50%, 20 X SSC,
solução de Denhardt, DNA de esperma de salmão, tRNA de fun-
go, poli A e C, e água pura com dietilpirocarbonato. Duplas-fitas
de DNA foram denaturizadas a 95±5º C. O sinal foi amplificado
utilizando-se o sistema de amplificação de sinais para HIS, Dakogen
Point (Dako, Carpinteria, CA, USA). A reação foi revelada com o
cromógeno 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, CA, USA).
As seções foram contra-coradas com a hematoxilina de Harri.

Controles: controles negativos para HIS e IQ foram realizados
omitindo-se a sonda ou o anticorpo primário. Seções histológicas
humanas, previamente diagnosticadas como positivas para MP e
CP foram utilizadas como controles para ambas as reações. Além
disso, como controle positivo para HIS, utilizamos uma sonda de
seqüência Alu repetitiva (alu1/alu2) (Genetic Research, AL, USA)
e como controle negativo, um DNA plasmídio, coberto com biotina
(Dako, Carpinteria, CA, USA).

Sondas: A sonda marcada de Mycoplasma pneumoniae foi
preparada pela técnica de nick translation de um clone altamen-
te específico para M. pneumoniae. O clone foi caracterizado como
sendo altamente específico para MP para exclusão de outras espé-
cies de micobactéria e outras espécies de bactérias (Enzo Diag-
nostics, Farmingdale, NY, USA). A sonda de Chlamydia pneumo-
niae foi uma seqüência de oligonucleotídeos biotinilados (20 bp)
sintetizada pela GIBCO/BRL, Rockville, MD, USA.

Microscopia eletrônica - Os fragmentos de valvas coletados pa-
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ra a microscopia eletrônica foram previamente descalcificados se
necessário, como descrito anteriormente, e fixados em glutaraldeí-
do 3%, pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% e contrastados com
0,5% de acetato de uranil. Os fragmentos foram emblocados em
resina de araldita. Seções ultra-finas (60 a 90 ηm) foram obtidas e
contrastadas com solução de citrato de chumbo 5%20.

Análise estatística - A variável fração de área foi descrita pelos
valores mínimo e máximo, média, mediana e desvio-padrão.

Como não foi encontrada distribuição normal, um teste não
paramétrico (distribuição-livre) foi utilizado para comparação dos
dados dos três grupos independentes (normal, aterosclerose e EA).
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a hipótese de
igualdade entre os três grupos, teste de comparações múltiplas, e
o grupo diferente foi determinado pelo teste de Dunn.

Para testarmos a igualdade das médias nas diferentes regiões
da mesma valva no grupo de estenose aórtica (EA-preservada,
EA-fibrose, e EA-calcificação), o teste não paramétrico de Friedman
foi utilizado21.

O nível de significância utilizado foi de 5%.

Resultados

Análise de antígenos de C. pneumoniae em valvas calcificadas
e não calcificadas - A imuno-histoquímica demonstrou várias gra-
nulações positivas (pontos marron escuro) dentro do foco de cal-
cificação e no tecido fibrótico adjacente (fig. 1B). As valvas nor-
mais e não calcificadas de pacientes ateroscleróticos exibiram
menor número de antígenos de CP (fig. 1A).

Mediana, média e desvio-padrão (DP) das frações de área
positiva para Ag-CP nos diferentes grupos de valvas são mostrados
na tabela I.

A análise comparativa da fração de área positiva para Ag-CP
revelou número significativamente maior de Ag-CP apenas em
EA-calcificação comparado ao grupo normal (p<0,05).

A comparação entre as diferentes regiões valvares do grupo
EA mostrou que EA-preservada tinha quantidade significativamente
menor de Ag-CP em relação aos grupo EA-Fibrose e EA-calci-
ficação (P<0.05).

Análise do DNA de M. pneumoniae em valvas calcificadas e
não calcificadas - A hibridização in situ revelou concentrações de

MP-DNA (em marrom) nos focos de calcificação (fig. 1C). Algu-
mas áreas das valvas do grupo Aterosclerose também exibiram
várias granulações positivas, porém pouca CP.

Mediana, média e desvio-padrão (DP) das frações de área posi-
tiva para MP-DNA nos diferentes grupos são mostrados na tabela II.

A comparação dos grupos: normal, aterosclerose, e EA-preser-

Fig. 1A - Foco de calcificação em valva aórtica com estenose exibindo várias
granulações positivas (em marrom) para DNA de Chlamydia pneumoniae pela
técnica de hibridização in situ - aumento original 40x.

Fig. 1B - Infiltrado inflamatório intenso próximo aos focos de calcificação
exibindo difusamente granulações positivas de antígenos de Chlamydia pneumo-
niae (em marrom) dentro do citoplasma de células inflamatórias e na matriz
intersticial (técnica de imuno-histoquímica - aumento original 20x).

Tabela I - Fração de área de Ag-CP

Grupo N Mediana Média±DP

Normal 11 0,09 1,26±1,90
Aterosclerose 11 0,30 1,48±2,02
EA-Preservada 13 0,18 0,21±0,17
EA-Fibrose 14 1,33¶ 2,60±3,27
EA-Calcificação 14 3,36*¶ 5,82±5,41

*P<0,05 AS-calcificação vs. Normal e Aterosclerose; ¶P<0,05 EA-Calci-
ficação e EA-Fibrose vs. EA-preservada.

Fig. 1C - Foco de calcificação de valva aórtica com estenose exibindo várias
granulações positivas de DNA de Mycoplasma pneumoniae (MP) em marrom pela
técnica de hibridização in situ. Aumento original 40x.
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vada revelou que o grupo aterosclerose apresentava valores maio-
res em relação a EA-preservada (p<0,05). O grupo EA-calcificação
(focos de calcificação) tinha uma quantidade significativamente
maior de MP-DNA em relação aos grupos normal e aterosclerose
(p<0,05). Não houve diferença entre os grupos normal, ateros-
clerose e EA-fibrose (p=0,16).

A análise das diferentes regiões do grupo EA revelou que as re-
giões mais preservadas da valva (EA-preservada) apresentavam núme-
ros menores de MP-DNA em relação aos nódulos de calcificação
(EA-calcificação) e a região peri-calcificação (EA-fibrose) (p<0,05).

Densidade de C. pneumoniae e M. Pneumoniae nas valvas -
As densidades de Ag-CP e MP-DNA foram similares nas valvas dos
grupos: normal e aterosclerose. No grupo com estenose aórtica,
as densidades tanto de Ag-CP quanto de MP-DNA na região de
calcificação foram maiores que as densidades encontradas na re-
gião mais preservada da valva e no grupo Normal. Na região de
fibrose, as densidades de Ag-CP e MP-DNA também foram maio-
res do que na região mais preservada da valva (fig. 2).

Discussão

Várias similaridades entre o processo de aterosclerose e da
EA sugerem que agentes causadores comuns possam estar presen-
tes em ambas as doenças. Mohler e cols.22 encontrou que 88%
das valvas cardíacas retiradas cirurgicamente de pacientes que
tinham sido submetidos à troca de valva continham placas ate-
roscleróticas, 83% apresentava calcificação distrófica e, mastócitos

estavam presentes nas valvas calcificadas e ossificadas, de forma
proeminente nas regiões ateromatosas.

Nosso grupo descreveu previamente que CP e MP estão presen-
tes em placas ateroscleróticas15,17,18. Dada a similaridade entre a
aterosclerose e a estenose aórtica valvar, fizemos a hipótese de
que tais agentes poderiam também estar presentes na EA, poden-
do ter papel importante na patogênese da doença. No presente
estudo, procuramos por CP e MP em valvas aórtica com e sem
estenose e em valvas sem estenose de pacientes ateroscleróticos,
utilizando diferentes técnicas anatomopatológicas.

A sonda utilizada contra MP é altamente específica, assim
como o anticorpo monoclonal contra a membrana externa da CP.
Os resultados mostraram que as duas bactérias estão freqüente-
mente presentes em todas as valvas aórticas, independentemente
de calcificação. Entretanto, quantidade significativamente maior
de ambas foi encontrada nos focos de calcificação. O tecido fibró-
tico adjacente também exibiu grandes quantidades de Ag-CP.

MP e CP foram encontrados em 100% das valvas estudadas. As
valvas aórticas de pacientes sem EA apresentaram pequena quanti-
dade, independentemente se havia aterosclerose sistêmica ou não.
Por outro lado, pacientes com EA apresentavam maiores quantidades
dos dois agentes. Esses resultados sugerem que MP e CP possam
desempenhar um papel no desenvolvimento da calcificação na EA. A
detecção das duas bactérias nos nódulos de calcificação foi obtida
por todas as três técnicas – hibridização in situ, imuno-histoquímica,
e microscopia eletrônica – reforçando o conceito de que os resulta-
dos não são artefatuais. A análise ultra-estrutural demonstrou que
nos nódulos de calcificação essas bactérias têm aspecto degenera-
do, porém pudemos reconhecer em muitas delas a membrana exter-
na dupla e a forma em pêra que caracterizam os corpos elementares
da Chlamydia pneumoniae (figs. 3A e 3B).

Diferenças significativas existem quanto à incidência de CP
relatada em valvas de pacientes com EA na literatura. Andreasen
e cols.9 encontrou 0% utilizando o PCR (reação de polimerase em
cadeia ou polymerase chain reaction) e cultura, enquanto Juvonen
e cols.16 reportou 53% utilizando a imuno-histoquímica e 18%
pelo PCR em espécimes cirúrgicos de pacientes submetidos a
troca da valva aórtica por estenose não reumática severa.

O PCR foi o método mais comumente utilizado para detecção
de C.pneumoniae em estudos prévios. Este fato talvez explique
em parte a ampla variação de positividade entre os resultados.
Estudos demonstraram que existe grande variação na habilidade
de métodos entre laboratórios clínicos para detectar agentes infec-
ciosos de forma confiável23,24.

Por outro lado, a maior parte dos estudos, não quantificou a
concentração dos agentes infecciosos presentes no tecido no senti-
do de correlacionar com a intensidade e o grau de lesão e inflama-
ção. O PCR é uma técnica que apenas detecta a presença ou não
de uma seqüência de DNA procurada.

No presente estudo, preferimos utilizar a técnica de hibridiza-
ção in situ que fornece informação não apenas quanto à presen-
ça, mas também quanto à localização e quantidade das seqüênci-
as de DNA. Para certificar-se da confiabilidade dos resultados,
procuramos simultaneamente pela presença de antígenos específi-
cos utilizando a técnica de imuno-histoquímica com o anticorpo
anti C.pneumoniae mais comumente utilizado. Finalmente, procu-
ramos, pela microscopia eletrônica, pela presença de estruturas

Tabela II - Fração de área de MP-DNA

Grupo N Mediana Média±DP

Normal 11 0,12 0,38±0,58
Aterosclerose 10 0,44* 0,67±0,66
EA-Preservada 12 0,08 0,12±0,13
EA-Fibrose 13 0,36¶ 1,78±3,63
EA-Calcificação 13 1,52*¶ 2,27±2,06

*p<0,05 Aterosclerose vs. Normal e EA-preservada; ¶p<0,05 EA-Calcifi-
cação vs. Normal e Aterosclerose vs. EA-Preservada; *¶p<0,05 EA-Calci-
ficação vs. EA-Fibrose e EA-Preservada.
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Fig. 2 - Densidade de antígenos de Chlamydia pneumoniae e DNA-Mycoplasma
pneumoniae nos três grupos de valvas e nas sub-regiões da valva aórtica com
estenose.
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compatíveis com as formas de C.pneumoniae e encontramos gran-
de número delas, sobretudo ao redor dos nódulos de calcificação.

A demonstração de que as bactérias CP e MP estão presentes
em concentrações significativamente maiores em valvas aórticas
de pacientes com estenose aórtica não parece ser um achado
coincidente. Do ponto de vista fisiopatológico, essas bactérias
têm o potencial de ativamente participar na gênese dos achados
patológicos dessa doença. A demonstração desses dois agentes
nas valvas aórticas ainda não havia sido realizada e abre um novo
caminho na pesquisa acerca da estenose aórtica.

Chlamydia pneumoniae são bactérias gram-negativas que se
multiplicam exclusivamente dentro de outras células como os ma-
crófagos. São capazes de induzir a produção de enzimas pela
célula hospedeira tais como as metaloproteinases e gelatinase
92-kDA. Essas enzimas podem danificar os componentes da ma-
triz extracelular, resultando em alterações que são similares àquelas
observadas em condições inflamatórias crônicas, tais como ate-
rosclerose e estenose aórtica25,26.

Mycoplasma pneumoniae são bactérias pequenas, simples e
únicas, capazes de utilizar colesterol para sua reprodução. Estão
freqüentemente associadas com infecções respiratórias, mas tam-
bém podem estar envolvidas em doenças vasculares e são capa-
zes de induzir estados inflamatórios crônicos. Têm a membrana
externa rica em fosfolipídios, o que pode induzir à oxidação da

Fig. 3A - Concentração de corpos elementares de Chlamydia pneumoniae (CP) e
estruturas arredondadas de Mycoplasma pneumoniae (MP) envolvidas por uma
única membrana dentro de um foco de calcificação. Aumento original 13.000x.

Fig. 3B - Corpos elementares de Chlamydia pneumoniae (CP) representados por
estruturas elétron densas, arredondadas, com expansão da parede externa em
forma de pêra, na matriz extracelular. Aumento original 10.000x.

membrana celular do hospedeiro. Adicionalmente, podem induzir
produção de citocinas nas células do hospedeiro e ampliar a virulên-
cia de outras bactérias27.

Dessa forma, é plausível que essas duas bactérias estejam
participando ativamente no processo da doença aórtica valvar. O
MP pode estimular a virulência da CP levando a um intenso proces-
so inflamatório, resultando em debris de membranas celulares da
bactéria e das células hospedeiras, com acúmulo de colesterol-
LDL28 e Lp(a)8 oxidados e um processo inflamatório local29. A
presença de grande quantidade de fosfolipídios provenientes das
membranas degradadas de CP e MP é um substrato adequado
para a deposição de cálcio, culminando na calcificação da valva.
Em lesões iniciais, calcificação microscópica está presente em
áreas com acúmulo de lipoproteínas8,28. Com o progresso da doen-
ça, as áreas anormais tornam-se confluentes. O micro-ambiente
da valva danificada na presença de agentes infecciosos, deposi-
ção de colesterol e inflamação, resulta em condições favoráveis
para o desenvolvimento da calcificação e danificação da valva.

Concluindo, CP e MP estão presentes em maiores concentra-
ções na estenose aórtica valvar calcificada. Nossos resultados
sugerem que essas bactérias estão associadas ao desenvolvimen-
to da calcificação e inflamação, adicionando novas similaridades
entre os processos de estenose da valva aórtica e aterosclerose,
ambos podendo ter a infecção envolvida em sua patogênese.
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