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Objetivo

Investigar se chlamydia pneumoniae (CP) ou mycoplasma
pneumoniae (MP) estdo presentes na estenose da valva aortica
(EA).

Métodos

Imuno-histoquimica foi utilizada para identificar os antigenos
de CP (Ag-CP), a hibridizac&o in situ para identificar o DNA de MP,
e microscopia eletronica para avaliagdo dos dois agentes, nos grupos:
normal - 11 valvas normais de autopsia; aterosclerose - 10 valvas
de pacientes com aterosclerose sistémica de autdpsia e sem EA; e
EA - 14 espécimes cirdrgicos provenientes de pacientes com EA
analisados em 3 sub-regifes: EA-preservada - regides mais preserva-
das na periferia da valva; EA-fibrose - tecido fibrético peri-calcificacao;
e EA-calcificagdo - nodulos calcificados.

Resultados

As medianas da fracdo de area 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-calcificacdo em relagdo ao normal
(p<<0,05). Dentro do grupo EA, a quantidade de CP foi maior nas
regides de fibrose e calcificacdo (p<0,05). As fracbes de area
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-calcificagdo em relacdo ao normal
(p<<0,05). Dentro do grupo EA, maior quantidade de MP-DNA foi
encontrada nas regides de calcificacdo e fibrose (p<0,05).

Conclusao

Os nédulos de calcificagdo da EA tinham maior concentragdo
de CP e MP sugerindo que essas bactérias possam estar associa-
das ao desenvolvimento de calcificagéo e inflamacéo, apontando
novas semelhancas 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.

Key words
Mycoplasma pneumoniae; Chlamydia pneumoniae; Aortic
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O processo de degeneragdo adrtica associado com a estenose
da valva adrtica (EA) no paciente idoso compartilha varias semelhan-
¢as com a aterosclerose das artérias coronérias®. Placas ateroma-
tosas e a calcificacdo de valvas adrticas sem doenga reumatica
parecem exibir patogénese similar. As valvas com EA frequente-
mente exibem alteragdes inflamatérias com infiltracdo de macrofa-
gos e linfécitos T ao redor dos nédulos de calcificagdo, que lem-
bram a resposta inflamatéria vista na aterosclerose coronarianaZ?.
Além disso, depositos de colesterol precedem os nddulos de calcifi-
cacao na EA. Os mesmos fatores de risco clinicos usualmente asso-
ciados com a doenca arterial coronariana estdo associados com a
estenose adrtica calcificada ndo reumética®” e incluem idade avan-
¢ada, sexo masculino, niveis aumentados de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina Lp(a)8, tabagismo, hipertenséo, dia-
betes, hipercolesterolemia®. Polimorfismos genéticos podem tam-
bém ser relevantes no desenvolvimento da aterosclerose’® e na
doenca adrtica valvar't. A oesteopontina, uma glicoproteina fosforilada
que pode ser ativamente sintetizada por macréfagos tem sido liga-
da a calcificacdo e relacionada a gravidade da doenga arterial coro-
nariana'? e a lesdes avancgadas da estenose adrtica®®. Entretanto, a
identificagdo das causas e fatores associados com o desenvolvimento
da calcificaco na EA permanece um desafio.

Sugere-se que a Chlamydia pneumoniae (CP) possa estar
envolvida na patogénese da aterosclerose, relacionada a
polimorfismos genéticos'* e inflamagdo?s, porém, isto ainda é
assunto controverso®-8, CP também foi associada com os proces-
sos inflamatérios das lesfes da valva adrtica’®. Nosso grupo de-
monstrou, previamente, que Mycoplasma pneumoniae (MP) esta
presente em associagdo com CP em placas de artérias coronarias
de sindromes coronarianas instaveis, usualmente associadas a in-
flamacao da parede e frequientemente apresentando calcificagaos.
Tendo em vista as similaridades entre aterosclerose coronariana e
EA, elaboramos a hipétese de que MP e CP poderiam estar pre-
sentes também na estenose aodrtica calcificada do idoso.

Métodos

Trés grupos de valvas adrticas foram analisados: grupo nor-
mal, 11 valvas obtidas através da autdpsia de pacientes de 52+16
anos (7 mulheres, 4 homens) sem aterosclerose sistémica ou
estenose adrtica; grupo aterosclerose, 10 valvas obtidas de autopsia
de pacientes de 69+9 anos (5 mulheres, 5 homens) com ate-
rosclerose sistémica, porém sem EA; e grupo estenose da valva
aortica (EA), 14 espécimes cirlrgicos de pacientes de 7148 anos
(4 mulheres, 10 homens) submetidos a substituicdo da valva aér-
tica por EA. EA severa foi definida como uma valva contendo
areas de calcificagdo e difuso espessamento por fibrose e evidén-
cia clinica de obstrucao severa. Critérios de exclusao foram: evidén-
cia de doenga reumatica, endocardite, sindrome de Marfan, ou
doenca valvar coexistente em outras valvas (exceto calcificagdo
do anel valvar). As valvulas do grupo EA forma analisadas em trés
sub-regides: areas distantes dos nédulos de calcificagéo (EA-preser-
vada), tecido fibroético peri-calcificagdo (EA-fibrose), e focos de
calcificacdo (EA-calcificacdo).

Uma secdo representativa da porgéo central das valvulas foi fixa-
da em formalina 10%. A descalcificacéo foi realizada quando neces-
sario em &cido férmico 25%. Secdes de 5-um de espessura foram

submetidas a coloracfes com hematoxilina e eosina, técnica de
imuno-histoquimica (IQ) para detec¢éo de CP e técnica de hibridiza-
¢&o in situ (HIS) para deteccdo de MP. A especificidade da reacéo
de 1Q foi confirmada por HIS em trés casos positivos para CP.

Analise quantitativa foi realizada com o analisador de imagens
Quantimet 500-Leica detectando-se a fracdo de &rea ocupada
por antigenos de CP (Ag-CP) e DNA de MP.

Fragmentos valvares adjacentes aos obtidos para microscopia
Gtica de todos os casos foram analisados a microscopia eletrénica.

Técnica de imuno-histoquimica (IQ) - Sec¢des de 5-pm de
espessura de cada espécime foram submetidas a recuperagédo
antigénica 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 4° C.
Esse anticorpo ndo reage de forma cruzada com 0s seguintes
agentes: adenovirus, virus respiratorio, virus A e B da gripe, Chla-
mydia trachomatis, e alguns sorotipos de Chlamydia psittaci.
Confirmamos tal especificidade realizando simultaneamente rea-
¢cBes em secdes histoldgicas positivas para citomegalovirus e her-
pes virus. O anticorpo secundério foi uma imunoglobulina anti-
rato produzida em coelho, conjugada com a biotina (Dako, Car-
pinteria, CA, USA), diluida a 1:2000, por uma hora a 37° C. A
reacdo foi revelada com streptavidina conjugada com peroxidase
(Amersham International, England), diluida a 1:1000, por uma
hora a 37° C, e 3,3-diaminobenzidina (Sigma Chemical Corpora-
tion, St. Louis, MO). As se¢Oes foram contra-coradas com hema-
toxilina de Harri, desidratadas, clareadas, e montadas com Entellan
(Merck, Germany).

Técnica de hibridizac&o in situ (HIS) para MP e CP - A per-
meabilizacdo celular das secdes histoldgicas foi feita com 0,01M
de solucéo de tampdo citrato, pH 6,0%0,1, no forno de microon-
das. A peroxidase enddgena foi bloqueada com H,0, a 3%. As
se¢des foram incubadas com a mistura de hibridizagdo contendo:
a sonda, formamida deionizada, sulfato dextran 50%, 20 X SSC,
solucdo de Denhardt, DNA de esperma de salméo, tRNA de fun-
go, poli A e C, e agua pura com dietilpirocarbonato. Duplas-fitas
de DNA foram denaturizadas a 95+5° C. O sinal foi amplificado
utilizando-se o sistema de amplificacdo de sinais para HIS, Dakogen
Point (Dako, Carpinteria, CA, USA). A reacao foi revelada com o
cromogeno 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, CA, USA).
As secdes foram contra-coradas com a hematoxilina de Harri.

Controles: controles negativos para HIS e 1Q foram realizados
omitindo-se a sonda ou o0 anticorpo primario. Secdes histoldgicas
humanas, previamente diagnosticadas como positivas para MP e
CP foram utilizadas como controles para ambas as reagdes. Além
disso, como controle positivo para HIS, utilizamos uma sonda de
sequéncia Alu repetitiva (alul/alu2) (Genetic Research, AL, USA)
e como controle negativo, um DNA plasmidio, 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 especifico para M. pneumoniae. O clone foi caracterizado como
sendo altamente especifico para MP para exclusdo 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 seqiéncia de oligonucleotideos biotinilados (20 bp)
sintetizada pela GIBCO/BRL, Rockville, MD, USA.

Microscopia eletrénica - Os fragmentos de valvas coletados pa-
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ra a microscopia eletrdnica foram previamente descalcificados se
necessario, como descrito anteriormente, e fixados em glutaraldei-
do 3%, pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% e contrastados com
0,5% de acetato de uranil. Os fragmentos foram emblocados em
resina de araldita. SecGes ultra-finas (60 a 90 rm) foram obtidas e
contrastadas com solucdo de citrato de chumbo 5%2.

Andlise estatistica - A variavel fragcdo de area foi descrita pelos
valores minimo e maximo, média, mediana e desvio-padrao.

Como ndo foi encontrada distribuicdo normal, um teste ndo
paramétrico (distribuicdo-livre) foi utilizado para comparacéo dos
dados dos trés grupos independentes (normal, aterosclerose e EA).
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a hipotese de
igualdade entre os trés grupos, teste de comparagGes multiplas, e
o grupo diferente foi determinado pelo teste de Dunn.

Para testarmos a igualdade das médias nas diferentes regifes
da mesma valva no grupo de estenose adrtica (EA-preservada,
EA-fibrose, e EA-calcificagdo), o teste ndo paramétrico de Friedman
foi utilizado?*.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

Andlise de antigenos de C. pneumoniae em valvas calcificadas
e nao calcificadas - A imuno-histoquimica demonstrou varias gra-
nulacBes positivas (pontos marron escuro) dentro do foco de cal-
cificacdo e no tecido fibrético adjacente (fig. 1B). As valvas nor-
mais e ndo calcificadas de pacientes ateroscleroticos exibiram
menor namero de antigenos de CP (fig. 1A).

Mediana, média e desvio-padrdo (DP) das fracdes de area
positiva para Ag-CP nos diferentes grupos de valvas sao mostrados
na tabela I.

A andlise comparativa da frac8o de area positiva para Ag-CP
revelou nimero significativamente maior de Ag-CP apenas em
EA-calcificagdo comparado ao grupo normal (p<<0,05).

A comparagdo entre as diferentes regides valvares do grupo
EA mostrou que EA-preservada tinha quantidade significativamente
menor de Ag-CP em relacdo aos grupo EA-Fibrose e EA-calci-
ficacdo (P<<0.05).

Andlise do DNA de M. pneumoniae em valvas calcificadas e
nao calcificadas - A hibridizacao in situ revelou concentragdes de

Fig. 1A - Foco de calcificagdo em valva aértica com estenose exibindo varias
granulagBes positivas (em marrom) para DNA de Chlamydia pneumoniae pela
técnica de hibridizagdo in situ - aumento original 40x.
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MP-DNA (em marrom) nos focos de calcificacdo (fig. 1C). Algu-
mas areas das valvas do grupo Aterosclerose também exibiram
varias granulagdes positivas, porém pouca CP.
Mediana, média e desvio-padrédo (DP) das fracdes de area posi-
tiva para MP-DNA nos diferentes grupos sdo mostrados na tabela Il.
A comparacao dos grupos: normal, aterosclerose, e EA-preser-

Fig. 1B - Infiltrado inflamatério intenso préximo aos focos de calcificagdo
exibindo difusamente granulagdes positivas de antigenos de Chlamydia pneumo-
niae (em marrom) dentro do citoplasma de células inflamatérias e na matriz
intersticial (técnica de imuno-histoquimica - aumento original 20x).

Tabela | - Fracdo de area de Ag-CP

Grupo N Mediana Média+DP
Normal 11 0,09 1,26+1,90
Aterosclerose 1 0,30 1,48+2,02
EA-Preservada 13 0,18 0,21+0,17
EA-Fibrose 14 1,331 2,60+3,27
EA-Calcificagao 14 3,36*1 5,82+541

*P<0,05 AS-calcificagdo vs. Normal e Aterosclerose; "P<<0,05 EA-Calci-
ficac@o e EA-Fibrose vs. EA-preservada.

Bt o -,

8 ai -

AN 1C
| ¥
Fig. 1C - Foco de calcificagdo de valva adrtica com estenose exibindo varias

granulagdes positivas de DNA de Mycoplasma pneumoniae (MP) em marrom pela
técnica de hibridizacéo in situ. Aumento original 40x.

445

Arquivos Brasileiros de Cardiologia - Volume 84, N° 6, Junho 2005



446

Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae nos Nédulos de Calcificagao da Estenose da Valva Adrtica

vada revelou que o grupo aterosclerose apresentava valores maio-
res em relagéo a EA-preservada (p<<0,05). O grupo EA-calcificagédo
(focos de calcificacdo) tinha uma quantidade significativamente
maior de MP-DNA em relacdo aos grupos normal e aterosclerose
(p<<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos normal, ateros-
clerose e EA-fibrose (p=0,16).

A analise das diferentes regides do grupo EA revelou que as re-
gides mais preservadas da valva (EA-preservada) apresentavam niime-
ros menores de MP-DNA em relagdo aos nédulos de calcificacio
(EA-calcificacdo) e a regido peri-calcificacdo (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 adrtica,
as densidades tanto de Ag-CP quanto de MP-DNA na regido de
calcificagéo foram maiores que as densidades encontradas na re-
gido mais preservada da valva e no grupo Normal. Na regido de
fibrose, as densidades de Ag-CP e MP-DNA também foram maio-
res do que na regido mais preservada da valva (fig. 2).

Discussao

Varias similaridades entre o processo de aterosclerose e da
EA sugerem que agentes causadores comuns possam estar presen-
tes em ambas as doengas. Mohler e cols.?? encontrou que 88%
das valvas cardiacas retiradas cirurgicamente de pacientes que
tinham sido submetidos a troca de valva continham placas ate-
roscleréticas, 83% apresentava calcificagdo distrofica e, mastocitos

Tabela Il - Fragao de area de MP-DNA

Grupo N Mediana Média=DP
Normal 1 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-Calcificacao 13 1,52*1 2,27+2,06

*p<0,05 Aterosclerose vs. Normal e EA-preservada; 'p<0,05 EA-Calcifi-
cacdo vs. Normal e Aterosclerose vs. EA-Preservada; *'p<0,05 EA-Calci-
ficagdo vs. EA-Fibrose e EA-Preservada.
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Fig. 2 - Densidade de antigenos de Chlamydia pneumoniae e DNA-Mycoplasma
pneumoniae nos trés grupos de valvas e nas sub-regides da valva aértica com
estenose.

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

Nosso grupo descreveu previamente que CP e MP estdo presen-
tes em placas aterosclerdticas'>'”:18, Dada a similaridade entre a
aterosclerose e a estenose adrtica valvar, fizemos a hip6tese de
que tais agentes poderiam também estar presentes na EA, poden-
do ter papel importante na patogénese da doenca. No presente
estudo, procuramos por CP e MP em valvas adrtica com e sem
estenose e em valvas sem estenose de pacientes ateroscleréticos,
utilizando diferentes técnicas anatomopatoldgicas.

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

MP e CP foram encontrados em 100% das valvas estudadas. As
valvas adrticas de pacientes sem EA apresentaram pequena quanti-
dade, independentemente se havia aterosclerose sistémica ou nao.
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 calcificagdo na EA. A
deteccdo das duas bactérias nos nodulos de calcificagdo foi obtida
por todas as trés técnicas — hibridizag&o in situ, imuno-histoquimica,
e microscopia eletronica — reforcando o conceito de que os resulta-
dos ndo sdo artefatuais. A andlise ultra-estrutural demonstrou que
nos nodulos de calcificagédio essas bactérias tém aspecto degenera-
do, porém pudemos reconhecer em muitas delas a membrana exter-
na dupla e a forma em péra que caracterizam os corpos elementares
da Chlamydia pneumoniae (figs. 3A e 3B).

Diferencgas significativas existem quanto a incidéncia de CP
relatada em valvas de pacientes com EA na literatura. Andreasen
e cols.® encontrou 0% utilizando o PCR (reacdo de polimerase em
cadeia ou polymerase chain reaction) e cultura, enquanto Juvonen
e cols.*® reportou 53% utilizando a imuno-histoquimica e 18%
pelo PCR em espécimes cirdrgicos de pacientes submetidos a
troca da valva aodrtica por estenose ndo reumatica severa.

O PCR foi 0 método mais comumente utilizado para detecgédo
de C.pneumoniae em estudos prévios. Este fato talvez explique
em parte a ampla variagdo de positividade entre os resultados.
Estudos demonstraram que existe grande variacdo na habilidade
de métodos entre laboratdrios clinicos para detectar agentes infec-
ciosos de forma confidvel®24,

Por outro lado, a maior parte dos estudos, ndo quantificou a
concentracdo dos agentes infecciosos presentes no tecido no senti-
do de correlacionar com a intensidade e o grau de lesdo e inflama-
¢do. O PCR é uma técnica que apenas detecta a presenga ou ndo
de uma seqliéncia de DNA procurada.

No presente estudo, preferimos utilizar a técnica de hibridiza-
¢do in situ que fornece informagéo ndo apenas quanto a presen-
¢a, mas também quanto a localizagéo e quantidade das sequénci-
as de DNA. Para certificar-se da confiabilidade dos resultados,
procuramos simultaneamente pela presenca de antigenos especifi-
cos utilizando a técnica de imuno-histoquimica com o anticorpo
anti C.pneumoniae mais comumente utilizado. Finalmente, procu-
ramos, pela microscopia eletronica, pela presenga de estruturas
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Fig. 3A - Concentragéo de corpos elementares de Chlamydia pneumoniae (CP) e
estruturas arredondadas de Mycoplasma pneumoniae (MP) envolvidas por uma
Unica membrana dentro de um foco de calcificagdo. Aumento original 13.000x.

compativeis com as formas de C.pneumoniae e encontramos gran-
de numero delas, sobretudo ao redor dos nédulos de calcificacao.

A demonstracdo de que as bactérias CP e MP estéo presentes
em concentragdes significativamente maiores em valvas aodrticas
de pacientes com estenose adrtica ndo parece ser um achado
coincidente. Do ponto de vista fisiopatoldgico, essas bactérias
tém o potencial de ativamente participar na génese dos achados
patolégicos dessa doenga. A demonstragdo desses dois agentes
nas valvas adrticas ainda nédo havia sido realizada e abre um novo
caminho na pesquisa acerca da estenose aortica.

Chlamydia pneumoniae sé@o bactérias gram-negativas que se
multiplicam exclusivamente dentro de outras células como os ma-
créfagos. Séo capazes de induzir a producdo 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 altera¢Bes que séo similares aquelas
observadas em condigdes inflamatdrias cronicas, tais como ate-
rosclerose e estenose adrtica?>26,

Mycoplasma pneumoniae sdo bactérias pequenas, simples e
Unicas, capazes de utilizar colesterol para sua reproducdo. Estdo
freqlientemente associadas com infecgdes respiratorias, mas tam-
bém podem estar envolvidas em doengas vasculares e séo capa-
zes de induzir estados inflamatorios cronicos. Tém a membrana
externa rica em fosfolipidios, o que pode induzir a oxida¢ao da

Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae nos Nédulos de Calcificagdo da Estenose da Valva Adrtica

Ny,
j 3
pe 3

O
.

N

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

membrana celular do hospedeiro. Adicionalmente, podem induzir
producéo de citocinas nas células do hospedeiro e ampliar a virulén-
cia de outras bactérias®’.

Dessa forma, é plausivel que essas duas bactérias estejam
participando ativamente no processo da doencga aortica valvar. O
MP pode estimular a viruléncia da CP levando a um intenso proces-
so inflamatoério, resultando em debris de membranas celulares da
bactéria e das células hospedeiras, com acUimulo de colesterol-
LDL?® e Lp(a)® oxidados e um processo inflamatério local®®. A
presenca de grande quantidade de fosfolipidios provenientes das
membranas degradadas de CP e MP é um substrato adequado
para a deposicdo de célcio, culminando na calcificagcdo da valva.
Em leses iniciais, calcificagdo microscépica esta presente em
areas com acimulo de lipoproteinas®28. Com o progresso da doen-
¢a, as areas anormais tornam-se confluentes. O micro-ambiente
da valva danificada na presenca de agentes infecciosos, deposi-
¢do de colesterol e inflamacéo, resulta em condicfes favoraveis
para o desenvolvimento da calcificagéo e danificacdo da valva.

Concluindo, CP e MP estéo presentes em maiores concentra-
¢des na estenose aortica valvar calcificada. Nossos resultados
sugerem que essas bactérias estdo associadas ao desenvolvimen-
to da calcificacéo e inflamag&o, adicionando novas similaridades
entre os processos de estenose da valva aortica e aterosclerose,
ambos podendo ter a infec¢do envolvida em sua patogénese.
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