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RESUMO

No presente trabalho, foram investigados a ativagdo do
complemento e a presenca de complexos imunes circulantes (CIC)
em um grupo de 20 pacientes com endocardite infecciosa, 15
controles valvares e 14 individuos normais. A ativacgdoc do
complemento foi determinada através de diferentes ensaios
enzimaticos (ELISA) para avaliag8o dos seguintes produtos de
ativagdo do complemento : C3d, C3a desArg, TCC, Clrs-Clinh e
C3bBbP, e imunoeletroforese de duplo produto foguete para
determinagdo do fragmento C3d. Os niveis de C3 e C4 foram
avaliados através de turbidimetria. Os CIC foram determinados
atraves de ELISA para detecgdo de Clqg e C3. Todos os pacientes
com EI apresentaram aumento de pelo menos um marcador de
ativagdo do complemento, sendo que na maioria dos casos (65%)
todos os ensaios, com excecdo de C3bBbP apresentaram valores
significantemente maiores do que os controles (C3d p<0.00004),
C3a desArg(p<0.03), TCC(p<0.01)., Clrs-Clinh{p<0.00007). Os
niveis de C3d e C3a desArg foram significantemente maiores nos
pacientes com manifestagbes pulmonares (C3d p=0.0268 e C3A
desArg p=0.0301) e de C3d nos pacientes dque evoluiram com
dbito (p=0.0196). Os CIC {C3) estiveram presentes em 35% dos
pacientes, sendo este resultado estatisticamente significante
guando comparado com os controles (p=0.0055). Os niveis de C3
apresentaram-se diminuidos nos pacientes com EI quando
comparados aos controles wvalvares (p=0.048) e os niveis de C4
se relacionaram negativamente com a presenga de CIC (p=0.037).

NZo houve correlacgdo entre os niveis de CIC e os produtos de
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ativagdo do complemento. Estes achados demonstram que na EI

ocorre ativagdo do complemento., ©principalmente pela via

classica mediada possivelmente por complexos imunes e sugerem

que Os marcadores C3d e C3a desArg possam ser possiveis

indicadores de lesdo de drgdos e gravidade da doenga.

XV
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1 - INTRODUcaO

Muitos estudos tem sido realizados em relacgdo as
manifestacdes imunolégicas da Endocardite Infecciosa(EI). No
curso da EI os pacientes desenvolvem altos titulos de anticorpos
contra o microorganismo causador da doenga. Esta resposta porém
ndo € suficiente para interromper a infecgdo, e devido a
antigenemia continua, a produgdo aumentada de anticorpos
favorece a formagdo de complexos imunes que podem circular ou se
depositar nos tecidos provocando lesdo tecidual. [Bayer et
al.,1977; O’ Connor et al,1979].

O sistema complemento exerce um papel importante nos
processos infecciosos e nas doengas mediadas por depdsitos de
complexos imunes como € o caso da EI.

A formagdoc de complexos imunes bem como a ativacgdo do
complemento fazem parte da resposta normal do hospedeiro contra
agentes infecciosos. Porém em determinadas circunsténcias, tanto
os complexos 1imunes como a ativagdo do complemento esgstéo
envolvidos nos mecanismos de lesdo tissular e fisiopatologia de
algumas doencas [Endo et al,1985].

No caso da EI o excesso de complexos imunes formados
pode levar a uma exacerbagdo da ativagdo do complemento causando
uma maior les&o tecidual.

Complexos imunes circulantes e depositados nos tecidos
tem sido identificados em muitos pacientes com doengas
infecciosas.

Na EI a presenga de CIC tem sido demonstrada por varios autores
[Bayer et al,1976:. Bayer et al,1977; Bayer et al,1979; Cabane et

al,1979; Kauffman et al,1981; Inman et al.,1984; Maisch et
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al.1983; Deck et al.1988; Petelenz et al.1988], a gqual se
relacionou com a presenga de sinais cutaneos [Cabane et al,1979],
resposta & terapéutica antimicrobiana [Bayer et al,1977; Bayer et
al,1979; Cabane et al,1979; Kauffman et al,1981; Maisch et
al,1983; Deck et al.1978]., o comprometimento renal[Keslin et
al,1973; Bayer et al,1977; Maisch et al ,1983; Lida et al,1985:
Rovzar et al,1986], o tempo de evolucgédo prolongado_ da doenga
[Kauf fman et al,1981]., a wviruléncia do germe causador [Kauffman
et al,1981] e a sindrome “'like’’ purpura trombocitopénica
trombdtica [Bayer et al,1977)].
De acordo com os dados desta literatura, a determinacgdo
de CIC passou a ter uma aplicagdao pratica no diagndstico e
monitoriza¢dao da EI [Kauffman et al,1981; Maisch et al,1983;
Petelenz et al,1988].
Com o achado de depdsitos glomerulares de complexos imunes
e complemento na EI, estes componentes tem sido implicados na
causa de muitas lesbes extra-cardiacas da doenga [Cabane et

al,1979].

Varias alteragdes renais sdo descritas, algumas das quais
podem levar a IR persistente [Keslin et al,1973;Bayer et al,1977;
Lida et al.1985: Rovzar et al,1986]. Fol descrito um caso de EI
associada a glomerulonefrite rapidamente progressiva que
necessitou de tratamento com plasmaferese , corticoterapia e
azatioprina para reverter a insuficiéncia renal, demonstrando a

importadncia do quadro imunoldgico na EI [Rovzar et al,1982].

O processo pelo qual os CIC intravasculares na EI se
depositam no tecido para iniciar algumas das lesfes extra-

cardiacas desta doenga permanece comoc uma questdo ndo respondida
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[Bayer et al,1990]. E sabido que uma cascata do complemento
intacta estd criticamente envolvida na inibig3o da precipitagdo e
solubilizagdo dos CIC. O complemento portanto parece exercer um
importante papel na EI, atuando por um lado no transporte e
eliminagdo dos CIC e por outro mediando a reacgdo inflamatdéria que

leva a injdria tecidual.

Muitos dos trabalhos realizados, sobre o complemento na

EI. tém obtido resultados divergentes pois somente tém avaliado

os niveis protéicos dos seus componentes. Alguns autores
encontraram valores diminuidos dos niveis do complemento
sugerindo um consumo aumentado [Cabane et al.1979; Bayer et

al,1977]. Outros verificaram valores normais e até aumentados,
concluindo que sua fungdo estivesse intacta na doenga [Kee e
Maisch et al, 1983]. Na realidade estas interpretacbes das
medidas de componentes do complemento na 1infecgdo devem ser
feitas com cuidado , j& que os niveis protéicos dos componentes
do complemento refletem o balango entre a sua sintese,

catabolismo e ativagdo [O’'Connor et al,1978].

Poucos trabalhos porém foram realizados sobre a ativacao
do complemento na EI [Enriquez et al,1984; Pocidalo et al,1982].
Com a introdugdo de métodos que permitem a dosagem de produtos
de degradacdo da ativagao do complemento tornou-se possivel
estudar a ativagdo desse sistema mais adequadamente.

O presente estudo incluiu a dosagem dos fragmentos C3d
e C3a desArg e dos complexos TCC, Clrs-Clinh e C3bBbP que sédo
produzidos em varios niveis da cascata da ativagdo do complemento
e a dosagem de CIC pelo método de ELISA Anti-Clg e Anti-C3.

Buscando determinar a ativagdo do complemento, as suas vias
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preferenciais de ativagdo e confirmar a presenga de CIC na EI,
como relata a literatura. Os achados deste estudo poderao

contribuir para um melhor conhecimento da participagdo do sistema

complemento na EI.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1 - Determinar a ativacgdo das vias cldssica e alternativa do

complemento na EI.

2— Correlacionar os niveis e a via de ativagdo do complemento
com a presenga de manifestacgles extra-cardiacas, tempo de

evolugdo prolongado, prognéstico e o agente etioldgico

3 — Determinar os niveis de CIC em pacientes com EI e
estabelecer o valor do CIC no diagndstico da EI no nosso

meio.

4 - Correlacionar as medidas da ativag¢doc do complemento com os

niveis de CIC.
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3 . REVISa0 DA LITERATURA

3.1 - ENDOCARDITE INFECCIOSA

A Endocardite Infecciosa {(EI) & definida como doencga
decorrente da infecgdo de wvalvas cardiacas, das grandes
artérias e proéteses valvares., na qual o endotélio & o sitio
inicial da infecgdoc [Shively, 1995]. Muitos autores denominam a
doenca mencionando o agente etioldgico e o© estado cardiaco do
paciente ( por exemplo: Endocardite por Sireptococcus mutans em
portador de insuficiéncia mitral reumdtica) [Mansur,199%4}. Sua
incidéncia ¢ baixa sendo estimada em 3.8 casos por 100.000
pessoas sano [Griffin,1985]. No Instituto do Coragdo do
Hospital de Clinicas da Universidade de S&o Paulo, a EI {foi
responsavel por uma em cada 110 internagdes., no periodo de 1978 a
1986. A freqiéncia mensal foi de 2.51 casos até 1980 e nos anos
seguintes de 3,41 casos [Grinberg e Décourt, 1995].

A primeira descrigdo de Endocardite foi registrada por
Lazare Riviere em 1646 e a primeira classificagdo foi publicada
em 1883 por Eichorst. Em 1885, Osler observou em cerca de 75%
dos pacientes com EI, les3o subjacente em valvas cardiacas e
descreveu as caracteristicas clinicas e patoldgicas de modo
pormenorizado. Em 1943, Florey e Loewe relataram a cura bem
sucedida da EI pela penicilina. na sua forma subaguda. O
surgimento de novos fatores influenciaram a evolugdo da EI, como
0 aparecimento de novos antibidticos, o aumento do consumo de
drogas endovenosas e o desenvolvimento crescente da cirurgia
cardiaca que

abriu novas perspectivas como terapéutica decisiva

na cura da infecgido[Weistein,1987: Steckelberg e Wilson,19937,
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porém. tem sido responsavel por outro subgrupo de EI devido a

infeccdo nas préteses valvares [Gevigney et al.,1993].

Um grande sespectro de microorganismos tem sido implicado

no desenvolvimento da EI, porém 80% a 90% dos casos sao

decorrentes de infeccgdo por bactérias do género estreptococo e

estafilococo [Mendes et al,1995].

As manifestacdes clinicas s8o decorrentes do processo

infeccioso (sintomas gerais, tais como: mal estar. {febre,
anorexia, emagrecimento), da repercussdo anatémica cardiaca
(disfuncdo valvar ou agravamento de disfungdo preexistente). de

embolias resultantes do desprendimentc de fragmentos de
vegetacgdes e do estimulo antigénico prolongado
(glomerulonefrite)[Mansur,1994]. O quadro clinico pode ser de
longa  duracgéo, arrastado, ou  ser abrupto e fulminante
[Weinstein,1987]. Ao exame fisico os achados especificos sdo
infrequentes e os inespecificos, gque s3c a maioria, para o
diagndstico devem ser interpretados em conjunto com os achados de
anamnese.

O diagndstico da EI é um desafio na medicina, pois as
manifestagbes clinicas s#c numerosas, geralmente inespecificas
envolvendo muitos 6rg8os, tendendo a mimetizar outras patologias
e entrando no seu diagnéstico diferencial. Além disso, esta
dificuldade aumenta no subgrupo de pacientes que tem hemoculturas
negativas [Lukes et al,1993: Shively.19957].

Na dltima década a ecocardiografia tem sido utilizada
como um importante método de deteccdo de vegetagSes em pacientes
portadores de EI e com a evolugdo deste método e a introdugdo da
ecocardiografia transesofdgica em 1976 [Rohmann et al,1995],

houve um aumento na sensibilidade e especificidade do diagnéstico
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da EI. Entretanto, nas ultimas duas décadas., este importante
recurso complementar ficou & margem dos critérios diagnodsticos
utilizados. Porém, Durack et al [1994]. recentemente propuseram
um novo esguema para o diagnostico da EI., com a inclusdo da
imagem ecocardiografica.

O tratamento da EI visa a manutengdo das condigdes
gerais do paciente que inclui, o) tratamento com
antibioticoterapia especifica e conseqiiente esterilizacdo da
vegetacdo, a prevengdo e tratamento das complicagdes. A

prevengdo da bacteremia na EI, na avaliagdo e tratamento

odontolégicos[Choutet, 1995].
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3.1.1 - PATOGENESE DA ENDOCARDITE INFECCIOSA

Numerosas e importantes observagdes em relagdo a
patogénese da EI tem sido feitas, sendo muitas delas realizadas
em modelos animais. Tanto as propriedades inerentes aos
patégenos, bem como o substrato sobre o qual eles se instalam
s%o considerados como fundamentais para a determinagdo da
endocardite.

As endocardites originadas no coragdo direito parecem
ter uma evolucdo mais favoravel., conforme documentam alguns
estudos [Baddour et al,1989; Bayer,1990]. Tem sido proposto que a
diferenga na tensdo de oxigénio , influéncia esta diferenga pois
alguns microrganismos como AFsevdomonas aeruginosa e Streptococcus
do grupo viridans produzem materiais extracelulares(glicocélix)
em presenga de tensfes mais elevadas de oxigénio, o que os tornam
mais resistentes a penetracgdo de antimicrobianos e também a
opsonizacéo por anticorpos ou complemento [Baddour et
al,1989 ;Ramos,1995].

As doengas valvares, tanto congénitas como adquiridas,
criam condigbes hemodin&micas locais que podem levar a lesdes do
endotélio. A infecgdo usualmente aparece ao longo da superficie
de coaptagdo dos folhetos. sugerindo que O pequeno trauma que
inicia a endocardite pode estar relacionado a abertura e
fechamento da valva [Steckelberg e Wilson,1993: Shively,1995]. A
exposigdo da matriz subendotelial faz com que elementos da
coagulagdo, como plaguetas e fibrina. se depositem levando &
formagdo de trombos microscépicos na superficie do folheto
[Davies,1992: Johnson,1993]. Na endocardite trombdtica vArios

componentes ndo bacterianos, como as plagquetas e fibrina, se
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depositam na superficie endocardica lesada levando a formagdo de
um trombo estéril. Os microorganismos implicados na EI além de
ter a habilidade de 1interagir «com os tecidos cardiacos
diretamente, parecem ter uma tendéncia particular em aderir a
estes depdsitos [Baddour et al,1989; Johnson,1993] e se
incorporar na camada de fibrina, ficando em um sitio protegido da
acdo dos neutréfilos fagociticos [Davies,1992].
Apesar dos avangos nas técnicas da cirurgia cardiovascular
e o uso de antimicrobianos profildticos, a endocardite de valva
protética continua complicando o curso de uma pequena percentagem
de pacientes apds a troca valvar. A etiologia microbiana nos
casos de EI precoce € dominada pelos estafilococos, sendo que o
S.epidermidis e S.aureus correspondem a 30% e 20% dos casos
respectivamente [Chastre e Trouillet,1995].
As endocardites em prdteses instaladas hd mais de 1 ano
tém como principais agentes etioldgicos o S epidermiditis S
aureus, Streptococcus do grupo viridans e enterococos , sendo gue
as causas mails (freqiientes s8o bacteremias produzidas por
procedimentos dentdrios. manipulagdo e infecgdes do trato génito-
urinario [Horstkotte et al,1995]. J& a patogénese da EI de valvas
previamente sadias parece estar relacionada com maior incidéncia
em usudrios de drogas endovenosas. sendo responsavel por grande
numero de casos que acometem predominantemente a valva
tricuspide [Ramos, 19957 . Os mecanismos patogénicos destas
infecgdes ndo estdo ainda bem esclarecidos. Ha alguns indicios de
gque o material particulado, que as vezes acompanha a injecgdo de
drogas endovenosas(como talco)., pode provocar lesdes no endotélio
valvular da tricispide e o conseqiiente depdsito de fibrina e

plaquetas que sempre acompanha o inicio das endocardites. A
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freqiiente introdugdo de patdgenos na circulagdo devido a habitos
ndo assépticos quando da administracdo da droga endovenosa, podem

explicar a colonizagdo dessas lesbes [Steckelberg e Wilson,1993].
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3.1.2 - ASPECTOS IMUNOLGGICOS

A EI e geralmente o resultado da colonizagdo endotelial
por uma bactéria. Os microorganismos que escapam da destruicdo
pelo sistema imune do hospedeiro s8oc encarcerados dentro do
"“nidus’® da wvalvula e devido a agregagdo plaquetdria e de
fibrina tornam-se encapsulados o que impede a agdo dos fagdcitos.

A reposta a invasdo microbiana no hospedeiro intacto
envolve o sistema celular, que constitui-se de linfdécitos,
macréfagos, e neutrédfilos polimorfonucleares. A resposta imune
especifica inicialmente requer o processamento do antigeno por
macréfagos. Uma resposta antigénica direta de células derivadas
da medula (células B) e timo dependentes (células T). As
imunoglobulinas {Ac) s8o0 secretadas pelas células B e células T
mediando a imunidade celular em conjunto com os macréfagos
através da produgdo de linfocinas e regula a fungdo das células B
através da atividade Helper e supressor. A aderéncia da bactéria
a células fagociticas, é o primeiro passc da ingestdo e morte
bacteriana, e ¢ também ajudado por fatores humorais nao
especificos, que s&o os componentes iniciais da cascata do
complemento. Investigagbes em relacdo ao papel dos fagdcitos na
EI demonstraram uma variabilidade dependendo do microorganismo,
com concluséao geral de que oS fagdcitos circulantes,
particularmente granuldcitos, influenciam o curso da doenga.
Existem evidéncias de que o sistema fagocitico mononuclear &
estimulado, a monocitose periférica tem sido observada [Phair e
Clarke]. Sieling e Rijn (1991) demonstraram que os fagdcitos

circulantes estdo envolvidos na protecdo contra o S.defectivus .
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A persistencia da bactéria serve como uma fonte que
libera continuamente antigenos bacterianos na corrente sangiiinea
[Keslin et al,1973; Q'Connors et al,1978; Rovzar et al,1986]. Em
resposta a esta continua liberagdo antigénica existe um aumento
na produgdo de anticorpos antibacterianos especificos e uma
resposta generalizada ndo especifica que ¢ caracterizada pela
presenga de diferentes auto-anticorpos e de Complexos Imunes
Circulantes (CIC) [Cabane et al ,1979:. Kauffman et al ,1981;
Enriquez e Reyes,1984; Garnier et al ,1984].

Entre os auto-anticorpos destaca-se o fator reumatdide
(FR) que tem sido encontrado com uma freqiiéncia de 18 a 60% em
pacientes com EI [ Williams and Kunkel,1962; Asherson et al,1990]
estando a presenga do mesmo relacionada com a resposta
terapéutica [Bayer et al 1976; Carson et al,1978; Sheagren et al
1976; Maish et al,1983]. Kerr et al (1986) notaram que a maioria
de seus pacientes tinham valores elevados de CIC e FR antes da
terapia antimicrobiana e estudando a capacidade destes soros em
inibir a solubilizagdo de CIC pré-formados demonstraram
uma relacgdo significantemente inversa entre os niveis de FR e a
capacidade de solubilizar os CIC. Estes autores sugeriram que o
FR interfere na fixacd@o do complemento por bloquear os sitios de
ligagdo na molécula de IgG, interferindo no processo de
solubilizagdo de CIC mediado pelo complemento e no seu
clareamento através da ligagdo com o CR1 eritrocitario[Yin et
al,1988]

Resultados positivos para anticorpos anti-nucleares foram
também encontrados em 8% a 30% dos pacientes com EI os quais se
tornaram negativos apds a terapia antibidtica [Heffner,1979]. A

presenca de anticorpos anti-musculo liso, anti-mitocéndria, anti-
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celula gastrica parietal e musculo-esquelético, foi também
observada por diferentes autores [Heffner,1979; Weinstein,1987.].

Os CIC e o complemento também tem sido relacionados com a
fisiopatologia da EI. A mais convincente evidéncia a respeito da
possivel natureza imune dos estigmas periféricos provem de
andlises histopatoldgicas do tecido renal de pacientes com
glomerulonefrite relacionada a EI [Bayer et al,1977. Bayer e
Theofilopoulos,1990]. A investigagao imunopatoldgica destas
formas de lesdo renal, levam a crer que as mesmas sdo um continuo
da injuria mediada por IC.

Desde as primeiras descri¢des das manifestacgdes
periféricas extra—cardiacas_ da EI, numerosos estudos
histopatoldgicos tem sido realizados, demonstrando a
possibilidade de que estas manifestagdes extra-cardiacas como
glomerulonefrite, artrite estéril, esplenomegalia e lesdes dculo-
cutdneas sejam resultantes mais provavelmente de uma vasculite
necrotizante do que um envolvimento direto por micro ou macro
embolizacbes [Bayer et al,1976; Bayer e Theofilopoulos,1990].

Ainda na virada do século, a ocorréncia de lesOes
glomerulares focais durante o curso da EI levou "a hipdtese de
que um mecanismo imune poderia estar envolvido nos pacientes com
glomerulonefrite [Neugarten e Reyes,1984]. Posteriormente o
achado de depdsitos de imunoglobulinas e complemento nos
glomérulos por estudos de imunofluorescéncia fortaleceram este
conceito[ Keslin et al,1973; Levy e Hong,1973, Bayer et al,1977;
Schulze et al,1993]. A mais clara definigdo da anormalidade
tissular tem sido o achado de depdsitos com padr@o granular de
IgG e complemento na membrana basal glomerular, indicativos de

depésito de CIC encontrada nos pacientes com glomerulonefrite(GN)
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associada a EI[Gallo,1970, Keslin et al,1973; Bayer et al
.1976;Bayer et al ,1977; Lida et al,1985]. Estes achados tem sido
usados para definir a natureza da les8o renal como imunolégica
bem como para verificar a participacdo dos anticorpos e do
sistema complemento na injuria tecidual[Cabane et al,1979;
Kaufman et al ,1981; Garnier et al,1984]

Varios estudos em relagdo a este assunto tem documentado
uma freqiente deposigdo de IgG (menos freqientemente IgM.IgA) e
componentes iniciais do complemento (Clg.C4 e €C3) na membrana
basal glomerular(MBG) numa distribuigdo granular tipica de lesédo
por CIC [Gallo, 1970; Levy e Hong,1973; Bayer et al,1976; Lida et
al,1985; Bayer e Theofilopoulos,1990]. Estas deposigdes
granulares tem sido observadas principalmente em pacientes com
doenga de longa duragdo ou por Strepfococcus do grupo viridans.
apoiando o conceito de ativagdo do complemento mediada por CIC,
bem como sua participagdo no mecanismo patogénico da doenga. Em
alguns casos porém de EI relacionada aoc S gureus nao se
demonstrou a presenca de anticorpos, mas apenas a presenga de
complemento e antigeno sugerindo que este microorganismo tem a
capacidade de ativar diretamente a via alternativa do complemento
na auséncia de anticorpos [Neugarten e Baldwin,1984; Bayer e
Theofilopoulos,1990]. Devido a natureza e distribuigdo dos
depésitos de imunoglobulinas na MBG na GN associada a EI por
estreptococos, tem sido sugerido que estas les8es representam uma
injuria devido a CIC formados intravascularmente na presencga de
excesso de anticorpos. Apoiando esta teoria tem sido freqiente a
localizacdo subendotelial de complexos imunes neste tipo de lesdo
renal, uma localizacgdo tipica de complexos imunes formados em

excesso de Ac, devido ao grande tamanho do complexo[Bayer e
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Theofilopoulos,1990;]. Kauffman et al (1981) demonstraram também
que pacientes com envolvimento renal na EI tinham niveis de CIC
significantemente maiores dos que ndo apresentavam este tipo de
complicagdo. Williams e Kunkel (1962) descreveram pacientes com
Comprometimento renal assocciado a presenga de fator reumatdide,
conglutininas e hipocomplementemia, sugerindo uma lesdo mediada
por mecanismos 1imunoldgicos. Gutman et al(1972) encontraram
hipocomplementemia e depdsitos ndo lineares de imunoglobulinas
nos glomérulos. Anticorpos especificos contra o microorganismo
infectante foram identificados no eluato renal{ pods-mortem ou
bidpsia) de pacientes com EI [ Levy e Hong, 1973; Lida et
al,1985] sugerindo o papel dos complexos Ag-Ac na lesdo renal. A
injuiria renal mediada por CIC pode se manifestar por
glomerulonefrite focal, segmentar difusa ou global [Neugarten e
Baldwin,1984].

Os achados histopatoldgicos de bidpsias de ndédulos de
Osler demonstrando a presenga de vasculite necrotizante tem
levado muitos a considera-la também como uma complicagao de
origem imunoldégica ([Heffner,1979]. Também o estudo de bidpsias
cutédneas em areas de purpura demonstraram a presenga de
vasculite[Garnier et al.,19847.
A presenga de CIC foi ainda relacionada com manifestagdes musculo
esqueléticas, como artrite e artralgia ([Bayer et al,1976;
Heffner,1979; Thomas et al,1984].

A Crioglobulinemia do tipo misto ocorre em cerca de 90%
dos pacientes com endocardite bacteriana subaguda, sendo que o
grau de aumento tende a ser paralelo ao curso da doenga, no
entanto nd3o apresenta valor progndstico e ndo esta relacionada

com a lesdo renal [Heifner,1979]
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Controvérsias tem sido levantadas em relagdo a outras
manifestagdes extra-cardiacas da doenga como manchas de Roth e a
sindrome de poliartrite ja gque os organismos bacterianos e

fuingicos sdo raramente documentados dentro destas lesBes [Bayer e

Theofilopoulos,1990].
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3.2 - SISTEMA COMPLEMENTO

3.2.1- HISTORICO.

A descoberta do sistema complemento foi atribuida & Jules

Bordet em 1895, como um componente de atividade bactericida
e termolabil. Este trabalho foi de tanta importancia que
honrou Bordet com o prémio Nobel de Medicina em 1920

[Willians et al.,1988; Parcel e Vergani,1993 ; Glovsky.1994 1.

O termo complemento foi originalmente proposto por Ehrlich
em 1899 para descrever a atividade sérica que , combinada
com anticorpos especificos, iria causar a lise de bactérias

[Roitt,1993; Liszewski e Atkinson,1993]. Trabalhos subsequentes
demonstraram gque o complemento classico tinha mdltiplos
componentes que eram ativados na presenca de complexos antigeno
anticorpo. Em 1907, Ferrata demonstrou que o complemento poderia
ser constituido de dois componentes cuja atividade s6 podia ser
demonstrada na presenca de ambas as fragdes Cl e C2.
Posteriormente Sachs e Omorokow demonstraram que o veneno de
cobra ativava outro componente (C3) enquanto que Gordon descobriu
um componente a mais que era desnaturado pela amdnia (C4). A
ordem de descoberta destes componentes do complemento ., néao
corresponde entretanto a sua ordem de reacdo na cascata [Rother e
Till,19887].

A via alternativa de ativagdo foil primeiramente descrita
por Pillemer e seus colaboradores no inicio da década de 50 como
um sistema independente de anticorpo [Willians et al.1988].

Pillemer e seus colaboradores verificaram que a incubagdo de soro
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nao imunizado com polissacarideos era capaz de consumir o
complemento [Willians et al,1988; Roitt,1993]., identificando o
sistema properdina de ativagdo do complemento por certas
bactérias e fungos. Embora esta via tenha sido descoberta em
1940, ndo foi prontamente aceita por outros cientistas até 1970
[Liszewski, Atkinson, 1993; Roitt,1993].

Igualmente, o papel das proteinas do complemento na
mediacdo de reagdes de aderéncia de certas bactérias e parasitas
a receptores em leucdcitos e eritrdcitos foi negligenciado por
muitos anos, apesar de jad ser conhecido por volta de 1330 ., que
tripanossomas tratados com anticorpos e complemento fixavam-se a
eritrécitos de primatas. Somente na déecada de 50 este fendmeno
foi investigado apropriadamente, levando isto a descoberta dos
receptores celulares para proteinas do complemento[Rother,1988;
Roitt,19937.

Nos ultimos 30 anos foram descritas aproximadamente 28
proteinas que fazem parte do sistema complemento, as quais
incluem enzimas, cofatores, inibidores ou inativadores,
receptores celulares e proteinas de membrana [Glovsky.1994] que

estdo demonstradas no Quadro 1.

3.2.2 - NOMENCLATURA.

As proteinas plasmdticas da via classica e o complexo
terminal de ataque a membrana (TCC-Terminal complemento complex)
s80 definidos como componentes e cada um tem um numero precedido
do "C", logo Cl-C9 sd3o componentes da via cldssica e do TCC. O

TCC ¢é composto do C5 ativado e dos componentes C6 a C9. Todos
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estes componentes sdo glicoproteinas plasmaticas distintas, com
excegdo do Cl que € um compléxo de 3 glicoproteinas: Clq. Clr e
Cls . Duas das proteinas da via alternativa s&o designadas de
fatores: fator B e fator D [Frank.,1987.Rother,1988;Law,Reid,1988]
e a terceira proteina ¢é a properdina. Tem sido aceitas
abreviagfes para estas proteinas da via alternativa., as quais sdo
chamadas de B, D e P respectivamente. Duas das proteinas
controladoras sdo também designadas como fatores (fator I e fator
H), enquanto outras proteinas de controle sdo usualmente
designadas por abreviagbes ou seus nomes comuns , por exemplo
Clinh para o inibitor de C1.

As formas enzimaticamente ativas dos componentes e
complexos geralmente tem uma barra acima do simbolo . Os
fragmentos gerados por protedlise sdo indicados por letras
minusculas, por exemplo C4a e C4b para os fragmentos ativados do
C4 e C4c e C4d para os fragmentos de degradagdo do C4b. Os
receptores sdo também denominados por abreviag8es de seus nomes
comuns , por exemplo, receptor do complemento tipo 1 (receptor
para C4b e C3b) & denominado de CR1 [Law e Reid,1988; Parcel e

Vergani,1993.17.
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QUADRO 1. PROTEINAS DO SISTEMA COMPLEMENTO

PROTEINAS VIAS DE ATIVAGEO0 PROT. REGULADORAS RECEPTORES

Clq. Clr. Cls. C4, C2, Cl-INH, C4b-BP., J. 1I.
PROTEINAS C3, C5, C6, C7. C8, C9. |H. P, S. SP-40/40,
PLASMATICAS B. D CARBOXIPEPTIDASE N,

DAF, MCP, HRFC8bP,

PROTEINAS DE CD59 CR1, CR2. CR3, CR4,
MEMBRANA CR5. C3eR, C3aR. CbaR,
C1gR. HR

C1-INH = INHIBITOR DE Cl: C4bBP = PROTEINA FIXADORA DE C4b: DAF = FATOR ACELERADOR DE DECAIMENTO;
MCP = COFATOR PROTEICO DE MEMBRANA:HRE/C8bp = FATOR DE RESTRICH0 HOMOLOGA OU PROTEINA FIXADORA DE
C8; HR = RECEPTOR DE FATOR H: CR = RECEPTOR DE COMPLEMENTO.

PORCEL E VERGANI, 1993.

3.2.3- ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO.

Existem duas vias principais de ativagdo do complemento,
a classica e a alternativa que convergem em uma via comum de
ataque a membranas., a partir de C3. Ambas as vias funcionam pela
interagdo em cascata de suas proteinas. FIG 1. [Liszewski,
Atkinson,1993; Parcel e Vergani,b 1993]

A ativagdo da cascata do complemento & importante para a
manutengdo da homeostase do organismo conferindo protegdo contra
bactérias, parasitas e virus ., este mecanismo porem, gquando
descontrolado ou exacerbado pode causar destruicgdo dos vasos
sangiineos (vasculite), da membrana basal glomerular (nefrite).
da sindvia (artrite) e de eritrdcitos (hemdlise)[Gardinali et al

,1992; Glovsky,1994].
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3.2.3.1. VIA CLaSSICA

A via cléssica ¢é o principal mecanismo de ativacdo do
complemento através de complexos antigeno-anticorpo. Se inicia
quando o Clqg se liga a imunocomplexos que contem IgM e IgG
[Frank, 1987; Parcel e Vergani,1993; Glovsky.,1994]. A via cléassica
pode também ser ativada por interagdo direta de Cl com certos
lipopolissacarideos bacterianos, retrovirus, proteina C reativa,
mielina, heparina e DNA [Parcel e Vergani,1993; Roitt,1993].

O Cl &€ um complexo pentamolecular dependente de cdlcio que
se compée‘ de uma subunidade de Clg ., duas de Clr e duas de
Cls(Clg,r2,s2). A ligagdo de Clg com a regido Fc CH2 da IgM e
IgG. produz uma alteragdo na conformagdo do Clg e lhe confere uma
atividade enzimatica através de Cls [Parcel e Vergani,1993]. O
Cls cataliza a conversido do C4 em Cd4a e C4b e do C2 em C2a e C2b.

O fragmento menor Cd4a € uma fraca anafilatoxina, o fragmento

maior C4b em 95% dos casos reage com a agua em fracdes de
segundos levando a formagdo de uma molécula funcionalmente
inativa (1C4b), ou é inativado por proteinas reguladoras

[(Liszewski e Atkinson,1993; Parcel e Vergani,1993]. O C4b que
escapa da hidrélise pode ligar-se covalentemente a superficies
celulares funcionando como opsonina ou a C2 formando um complexo
enzimatico que é capaz de gerar milhares de moléculas de C3a e de
C3b a partir de CC3 [Lisezwski e Atkinson.1993; Parcel e
Vergani,1993]. O C2 ligado ao C4b também é& clivado pelo Cls em 2
fragmentos, o menor C2a que se difunde na fase fluida, enquanto
gque o maior C2b forma o complexo C4b2b que é a C3 convertase da

via classica [Willians.1988; Lisezwski e Atkinson,1993.7.
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3.2.3.2- REGULA¢aO DA VIA CLaSSICA

Diversas proteinas requladoras controlam a cascata em
diferentes niveis, entre elas participam o Clinh, C4b-BP, DAF,
MCP, CR1 e o Fator I [Parcel e Vergani,1993]. O inibidor de C1
(Clinh)liga-se ao sitio catalitico do Clr e Cls. (formando o
complexo Clrs-Clinh) bloqueando sua atividade enzimdtica sobre C4
e C2 [Willians,1988].

O Clinh interage reversivelmente com o complexo Cl nativo
prevenindo a sua espontdnea ativagdo. Apds a ativacgdo de Cl, por
exemplo através da ligagdo &a complexos imunes, o Clinh forma
complexos com Clr e Cls ativados, resultando na 1liberagdo do
complexo Clinh-Clr, Cls-Clinh para a fase fluida.Fig.1l

O complexo C4b2b & controlado pela proteina ligadora de
C4 (C4b-BP) que acelera a dissociagdo deste complexo e também
aumenta a sua vulnerabilidade ao ataque do fafor I o qual pode
entdo clivar o C4b em 2 fragmentos C4c e Cd4d [Glovsky.1994;
Willians,1988]. O fator I também cliva o C3b de maneira similar.

O fator de aceleragdo de decaimento (DAF) facilita a

dissociagdo do complexo C4b2b [Roitt,1993].

3.2.3.3- VIA ALTERNATIVA

A via alternativa é filogeneticamente mais antiga do que
a via classica e pode ser ativada independentemente de anticorpo
[Liszewski e Atkinson.,1993; Parcel e Vergani ,199%3; Law e

Reid, 19887.
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Quatro proteinas plasmaticas estdao diretamente envolvidas
na ativagdo da wvia alternativa : C3, fator B ., D e Properdina

Este grupo de proteinas proporciona ao hospedeiro a capacidade de

reconhecer imediatamente e responder a agentes infectantes
{polissacarideos insoluveis, lipopolissacarideos de  parede
celular bacteriana e a agregados de imunoglobulinas A e E), na

auséncia de anticorpos especificos.

Esta resposta € iniciada pela deposigdo da forma ativa do
C3(C3b) no alvo estranho [Liszewski e Atkinson,1993]. A ativacgdo
da via inicia-se com uma hidrélise esponténea de C3 no plasma. O
C3 & um componente tanto da wvia clédssica quanto da alternativa
que consiste de duas cadeias polipeptidicas interligadas sendo o
componente do complemento mais abundante no plasma. A ativagédo
de C3 seja por hidrdélise esponténea (no caso da via alternativa)
ou por clivagem através de uma enzima C3 convertase € o passo
pivd no processo de ativagdo do complemento [Liszewski, Atkinson,
1993; Law e Reid,1988]. E estimado que a deposicdo de uma
molécula de C3b pode se tornar em 4 milhSes de moléculas de C3b
em 4 min [Liszewski ,Atkinson , 1993; Willians,19883]. O C3 possui
uma ligagao tioéster interna que consiste de um residuo de
glutamina que & instavel e eletrofilica (aceptor de elétrons) e
suscetivel ao ataque de grupos nuclecfilicos (doadores de
elétrons) proximos. Esta propriedade permite gque os residuos da
glutamina se liguem covalentemente a outras moléculas (via
hidroxil ou grupo amina) de proteinas adjacentes ou carbohidratos
formando ligagdo éster ou amida. Por este mecanismo o C3
hidrolisado ataca o alvo. O CC3 nativo no ©plasma sofre
continuamente uma hidrélise espontédnea, e de baixa wvelocidade

da ligagdo ticester interna gque leva a formagdo de C3(H20) que
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S0 moleculas com propriedades similares ao C3b
[Parcel,Vergani,1993; Law e Reid 1988.] @€ que agem como um sitio
ligador para o fator B . Esta € a base do mecanismo “'"tickover’’
de ativagdo do C3. E gquando o tiocester & exposto por este
processo isto confere ao C3 circulante (poucos milisegundos) uma
transitéria capacidade de ligar-se covalentemente a qualquer
molécula hidroxila ou  grupo amino (basicamente  qualquer
superficie bioldgica).

O Fator B(FB). liga-se ao C3(H20) e & clivado pelo fator
em Ba e Bb. O complexo C3b{(H20)Bb na fase fluida € uma enzima C3
convertase que cliva C3 em (3a e C3b [Law e Reid, 1988; Parcel e
Vergani, 1993; Roitt,1993]. Os fragmentos C3b gerados ligam-se
covalentemente a superficies adjacentes e sdo suscetiveis a nova
ligagdo com o FB, formando assim uma alga de amplificagdo da
reagdo. A ativagdao de C3 & importante na geragao de mais
convertase, opsonizagdo de particulas e formagdoc do complexo
enzimatico que cliva o C5 , o componente de entrada para a via

terminal do complemento [Liszewski e Atkinson,1993].

3.2.3.4- REGULA¢3aO DA VIA ALTERNATIVA.

Embora a hidrdlise esponténea de C3 aconteca em baixos
niveis e a reatividade do grupo tioester seja um processo auto
limitado . esta reagdo pode ser extremamente danosa se ocorrer em
células do proéprio hospedeiro [Law e Reid,1988; Liszewski e
Atkinson,1993]. Isto pode ser prevenido de duas formas, primeiro
o C3b ativado pode ligar-se a pequenas moléculas como a &gua que

€ abundante no plasma o que limita a extensdo da sua acgéo,
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segundo se moléculas de C3 ativadas depositam-se nas células do
hospedeiro existem , proteinas reguladoras de membrana que podem
inativa-las

Na via alternativa a dissociacdo da C3 convertase &
regulada pelo fator H [Parcel e Vergani,1993] que compete com o
Bb, formando o C3bH que leva a posterior degradacdao em
fragmentos menores pelo fator I. Nas membranas celulares, ambos
DAF e CR1 aceleram a dissociagdo de C3bBb. O CR1 e MCP atuam como
cofatores para a clivagem de C3b pelo fator I ([Willians.1988;

Glovski,1994; Roitt,1993].
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FIGURA 1. Esquema de ativagdo das vias Cléassica e Alternativa do
complemento

VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
(adaptativa) (inata)
IMUNOCOMPLEXOS MICROORGANISMOS
C3
C3|(H20)
WO p
Clg(r2s2) 7 Cl1 ativado Fator B a
+ V/)HB alga am
Fator D plificagao
~IC4a
C4 N\ C3 (H2))Bb
Cdb

CZ—E*L’JWCZa

N/ (C3 convertase)
C4b2b (CBConvertase)

C3a
anafilatoxina

C5 convertase

(C3bBb3b)+(C4b2b3b)

////ps
cs \\\\\\\\CSb
6
7
8
C5b8
9 Z‘:
c5b9

Os fragmentos contidos nos circulos representam os produtos de

ativagdo do complemento dosados no presente trabalho.
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3.2.4- COMPLEXO DE ATAQUE DE MEMBRANA

A fase final da cascata de ativagao do complemento é a
formagdo de um complexo de ataque de membrana composto por C5,
C6, C7?7, C8 e C9. [Roitt.1993; Liszewski e Atkinson,1993].

A unido do C3b a C4b2b e na wvia alternativa ao C3bBb
forma as C5 convertases, C4b2b3b e C3bBb3b da via classica e
alternativa respectivamente. Estas enzimas clivam o C5 em um
pequeno fragmento C5a com atividade de anafilatoxina e outro
maior, C5b que inicia a via de ataque a membranas. O C5b se liga
sequencialmente aoc Cé6 e C7 formando complexos C5b67 que se
aderem diretamente a membrana celular da célula alvo. A
incoorporagdo do €8 produz uma ruptura na membrana celular
podendo causar a lise de células metabolicamente inertes.
Finalmente moléculas polimerizadas (1 a 18) de C9 se unem ao
complexo C5b678 constituindo o complexo de ataque de membrana
(TCC)., uma estrutura cilindrica que forma poros na membrana
lipidica e que permite a passagem de ions com conseqiiente lise
osmotica celular. A‘lise pelo TCC & um mecanismo de eliminacgédo
importante de certas bactérias, parasitas e virus [Parcel e

Vergani,.1993; Roitt,1993].

3.2.4.1- Regulacido do complexo de atagque de membrana

A proteina plasmatica S 1inibe a func¢do do C5-9
provavelmente por ligar-se ao C5b67 formando o complexo SC5bé67
soluvel que €& incapaz de inserir-se nas camadas bi-lipidicas

celulares [Willians,1988; Parcel e Vergani,1993]. As células do



hospedeiro possuem proteinas que as protegem da agdo litica do
TCC, fato que explica porque eritrdcitos sio pobremente lisados
por complemento homélogo. Duas proteinas de membrana que previnem
a acdo litica do TCC sobre as células homdélogas tem sido
caracterizadas, o CD59 e o HRF ou fator de restrigdo homdloga
[Lachmann,1993]. O CD59 inibe a insergdo e a polimerizag&o do C9
nas membranas contendo C5b-8 depositados. O HRF provavelmente tem
uma atividade similar ao CD59 inibindo a ligacdo de C8 e C9 nas
membranas celulares, o seu modo de atuagdo entretanto ndo esté

ainda esclarecido. [Lachmann,1993].

3.2.5- RECEPTORES DE COMPLEMENTO

Muitos dos fragmentos produzidos durante a ativagdo do
complemento se ligam a receptores especificos na superficie de
células imunologicamente competentes. Este €& um mecanismo
importante de mediagdo dos efeitos fisioldgicos do complemento,
incluindo & captagido de particulas opsonizadas pelo complemento e
ativagdo das células portadoras dos receptores. Os receptores e

suas fungdes estdo demonstrados nos quadros 2 e 3.
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QUADRO 2. PROTEINAS PLASMATICAS REGULADORAS DO COMPLEMENTO

PROTEINAS
PLASMATICAS

Cl1-INH

Fator C4b-Bp

Fator I
{C3b-INA)

Fator H

Properdina

Proteina S

SP40, 40

Carboxipeptidase N

PRINCIPAIS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Impede a ativagdo de Cl. Dissocia o
Clg do Clr2cls2 formando o complexo
ClrclsClINH em fase fluida.

Impede a ligacgdo de Clg com Clr2Cis2

Se liga a C4b impedindo sua intera-
gdo com C2.

Acelera a inativagd@oc das convertases
da via cléssica.

Cofator de I no catabolismo de C4b.

Fragmento C3b e C4b

Acelera a inativacdo das convertases
da via alternativa.
Cofator de I no catabolismo de C3b.

Estabiliza as convertases da via
alternativa.

Impede a unido de C5b67 & membrana,
sua incorporagdoc ao C8 e C9 forma o
complexo inativo SCH5b-9.

Agdo similar & proteina S

Elimina a arginina carboxi-terminal
das anafilatoxinas e as inativa

Bishof et al,1990.
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QUADRO 3. PROTEiNAS DE MEMBRANA REGULADORAS DO COMPLEMENTO

PROTEiNAS DE MEMBRANA PRINCIPAIS ATIVIDADES BIOLO6GICAS

CR1 Acelera a inativacdo das convertases
de ambas as vias
Cofator de I na degradagdo de C3b e

C4b.
Transporte eritrocitario de imuno-
complexos.

CR2 Ativagdo de linfdcitos, Imunorregula-

¢3o0 do complemento.

CR3 Aumento da fagocitose,ativagdo celu-
lar

Receptor para Cbha Secregao de mediadores inflamatdri,
os., ativagdo celular, quimiota
xia.

Receptor para C3a Secrecao de mediadores inflamatdérios

ativagdo celular

DAF Acelera a dissociagdo das converta-

{CD55) ses de ambas as vias.

MCP Cofator de I na degradag¢do de C3b

{CD46,gp45-70) e C4b

HRF.C8bp Impede a insercgdo de C8 no complexo
C5bé67

CD59 Impede a polimerizacdo de C9

(MIRL ,MACIF,HRF20, e inserg¢do fr C9 na membrana celular

protectina)

Bishof et al,1990.

3.2.6- ATIVIDADES BIOL6GICAS DO COMPLEMENTO.

O sistema complemento € uma das principais vias efetoras
do processo inflamatério. Suas atividades fisioldgicas “‘in

vivo’® sd@o melhor 1ilustradas pelos efeitos deletérios das
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deficiéncias hereditdrias ou adquiridas de suas proteinas
individuais. Individuos com tais deficiéncias tem uma maior
suscetibilidade a infecgdes recorrentes por bactérias piogénicas
[Bishof et al,1990] e doengas caracterizadas pela producdo de
auto anticorpos e complexos imunes., o© que sugere um papel do

complemento na defesa contra bactérias e no manejo dos complexos

imunes. Estes achados foram confirmados também por estudos ““in
vitro’® [Fearon,b1988; Parcel e Vergani,l1993]. Como principais
consequéncias fisioldgicas da ativagdo do complemento temos a
opsonizagdo de microrganimos, a ativacdo de fagdcitos, a

solubilizagdo de complexos imunes e a lise celular [Parcel e
Vergani,1993].

Os fragmentos C3a,C4a e CSa sdo anafilatoxinas que se
ligam a receptores especificos <celulares e desencadeiam a
liberagdo de mediadores wvasoativos(ex. histamina), que promovem
aumento da permeabilidade wvascular & a contragdo da musculatura
lisa [Law.Reid,1988; Liszewski e Atkinson,1993]. 0O CSa ¢é a
anafilatoxina mais potente além disso €& um fator potente
quimiotatico leucocitario [Parcel e Vergani,1993.].

O complemento possui um papel importante na inducdo das
respostas humorais. Facilita a localizagdo do antigeno e dos
complexos Ag-Ac para as células apresentadoras de antigenos e
linfécitos B, nos centros germinativos dos linfonodos induzindo
eficientemente a resposta imune [ Gardinali et al,1992].

Muitos dos efeitos bioldgicos do complemento sdo mediados
por sua interagdo com receptores celulares especificos os quais

estdo demonstrados no quadroc 4.
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macréfago

célula alvo
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C complemento>
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trés principais atividades bioldgicas do sistema complemento
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Retirado de Roitt,19%2.

imunes para as

48



49

QUADRO 4. Atividades bioldgicas geradas pela ativagao do

complemento

ATIVIDADE MEDIADORES E FUNGOES

Anafilatoxina C3a e C5a estimulam a quimiotaxia e degra
nulacdo de basdéfilos e mastécitos levando
a contragdo e aumento da permeabilidade
vascular Migragdo de neutrdéfilos e mondci
tos.

Opsonizagao C3.C4 auxiliam na fagocitose

Quimiotaxia C5a, atracdo dos fagdcitos ac sitio infla
matério.

Inflamagéao C3,C4 estimulam a exocitose de granulos

Inducdo da resposta
imune

Solubilizagao de
complexos imunes

Liberacdo de IC
ligados a célula

Neutralizacgdo viral

contendo enzimas proteoliticas potentes.

C3, facilita a localizagdo do antigeno
para as células apresentadoras de anti
genos e linidcito B contribuindo para me-
méria imunoldgica.

C3b.C4b.Inibe a formagdo e deposigio de
IC, participa na solubilizacgdo de IC
formados.

C3b , favorece o desprendimento do IC do
receptor CR1l eritrocitdrio no figado.

C4,Deposita-se junto com o0s ac na
superficie viral mascarando
estruturas necessarias para o
atagque celular

Theofilopoulos e Dixon
Vergani, 1993

,1980; Rother,1988; Roitt,1993; Parcel e
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3.3 - COMPLEXOS IMUNES

Apdés o estimulo antigénico, os anticorpos produzidos

se combinam com Os determinantes antigénicos, formando entéo
complexos imunes. Este processo €& fisioldgico e constitui um
processo essencial da resposta imune normal do homem, usualmente
para o beneficio do hospedeiro, desde que os resultados sejam a
neutralizagdo ou eliminagdo dos antigenos. Entretanto os
complexos imunes em determinadas condig¢des, podem depositar-se
nas estruturas vasculares incitando uma resposta inflamatdria e
levando a lesdo tecidual.

Esta localizagdo pode ser o resultado da formagdo do
complexo no local ou pela deposicdo de CIC. Esta Udltima
circunstincia, onde os complexos da circulagdo produzem lesbes em
miltiplos sitios, €& referida genericamente como doenga por
complexos imunes [Theofilopoulos e Dixon,1980; Endo et al,1985;

McDougal e McDuffie,1985; Taylor, 1989].

3.3.1- FORMA¢aO DOS COMPLEXOS IMUNES:

O entendimento da imunoquimica dos complexos imunes
soluveis € importante por duas razdes: primeiro , a composigio
molecular e o tamanho dos complexos imunes influenciam nos
métodos para sua detecgdo; e segundo., o destino dos complexos
imunes e seu significado patogénico sdo afetados pelo seu tamanho
e composigdo [Reed et al,1977; Barnett et al.1979; Endo et

al,1985].
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Os complexos grandes sdo insoluveils e séo rapidamente

clareados pelo sistema reticulo-endotelial, engquanto que o0s
pequenos complexos circulam sem provocar respostas inflamatdrias.
Os complexos de tamanho intermediario € que mais comumente causam
injuiria tecidual. Como s3o0 de tamanho intermediario e soluveis,
estes complexos imunes podem circular e se disseminar e sé&o
grandes o suficiente para fixar complemento .[Bayer e
Theofilopoulos ,1979; Endo et al ,1985].
O tamanho do complexo imune ¢é determinado por uma série de
fatores, como : valéncia do antigeno e do anticorpo, afinidade do
anticorpo pelo antigeno e concentragdo relativa do antigeno e do
anticorpo. Anticorpos oligovalentes tendem a formar pequenos
complexos soluveis enquanto que os anticorpos polivalentes de
classe 1IgM tendem a formar complexos grandes [Endo et al ,1985].
Os complexos imunes podem se formar localmente ou sistemicamente
na circulagcdo. Quando formados em excesso de antigenos séo
pequenos., e ndoc fixam complemento e geralmente ndoc iniciam
processos inflamatérios. Por outro lado, os complexos imunes
formados em excesso de anticorpos, embora capazes de ativar
complemento, sdo grandes e insoluveis sendo rapidamente
fagocitados. tendo entd3o uma patogenicidade limitada.

A magnitude e duragdo de exposicdo ao antigeno sao
importantes na determinagcdo e desenvolvimento da doenga por
complexos imunes. Se os antigenos permanecem por longo tempo na
circulagdo ou se existe um continuo suprimento de material
antigénico, como nas infecgdes crbénicas ou auto imunes, existe a
formacgao continua de complexos imunes [Theofilopoulos e

Dixon.1980].
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QUADRO 5. Fatores que influenciam os niveis dos Complexos
Imunes Circulantes (CIC)

ANTICORPOS

Classe

Quantidade

Afinidade

Valéncia

Capacidade de ativar o complemento
Reatividade com receptores celulares

ANTIGENOS

Tamanho

Quantidade

Valéncia

Propriedades fisico-quimicas(carga. solubilidade)
Distribuigdo espacial dos determinantes antigénicos

DISPONIBILIDADE

Concentragdo relativa dos reagentes(relagdo antigeno-anticorpo)
Concentragdo absoluta dos reagentes

Sintese de anticorpos

Entrada de antigenos solidveis na circulacgéo

Remocgdo de CIC por fagécitos mononucleares do sistema reticulo-
endotelial ., ou por deposigdo nos tecidos

Catabolismo ndo imune do antigeno e anticorpo

INTERAGOES INESPECiFICAS ENTRE ANTIGENO E ANTICORPO

Ligagdo hidrofodbica

Carga

Tamanho do complexo
Propriedades de solubilizagao
Capacidade de fixar complemento

VELOCIDADE DE FORMAG&O

Disponibilidade de antigenos
Velocidade de sintese de Ac.

VELOCIDADE DE CLAREAMENTO

Grau de formagdo da estrutura de ligagao

Natureza do antigeno

Habilidade do complexo reagir com o complemento
Habilidade do complexo reagir com receptores celulares
Estado do sistema fagocitico

Barnett et al,1979; McDougal e McDuffie,1985; Rother e Till,1988
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3.3.2- SOLUBILIZAcaO E ELIMINAcaO DOS CIC.

A formag3o dos complexos imunes & seguida por mecanismos
de clareamento que previnem sua deposicdo tecidual. Este processo
dindmico é muito eficiente, pois sob circunsténcias normais, o]
organismo estd sendo constantemente exposto a uma wvariedade de
agentes estranhos [Schifferli e Taylor.19892]. Estudos de
deficiéncias do complemento tém verificado dque a deficiéncia dos
componentes da via cldssica esta associada a uma maior incidéncia
de doengas que cursam com depdsito de complexos imunes [Morgan e
Walport,1991]. Existem evidéncias que a via classica tem um papel
fundamental na prevengdo da formacdo e precipitacdo de complexos
imunes grandes e de que a via alternativa €& importante na
solubilizacdo de complexos imunes pré-formados [Law e Reid,1988;
Roitt,1993].

A interacdo dos CIC com o complemento pode alterar as suas
propriedades biofisicas mediando a inibigdo de sua precipitacgdo.
Apés a formagdo dos complexos imunes, inicia-se a ativagdo do C
através da ligagdo de Clqg ao complexo imune com subsequente
clivagem de C3 em C3a e C3b. Neste processo um grande numero de
moléculas de C3b é gerado que vai ligar-se ao alvo ou aos CIC.
Uma porgdo da molécula de C3b liga-se & regiao N-terminal da
cadeia pesada do anticorpo no complexo imune, esta regido em
parte contribui para a ligagdo do anticorpo ao antigeno. Este
fato pode ser de grande importancia na ruptura da rede de

complexos ag-ac e provavelmente também interfere na interacdo Fc-
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Fc que tem um papel na precipitagdo dos complexos imunes

[Fearon,1988].

FIGURA 3. Participagdo do complemento na solubilizagdo dos CIC.

Anficorpo ‘ l + ¢ Anfigeno

‘Complexds™ .} VIA ALTERNATIVA &
. Solivels - :)<t—
Pequengs )
0 g ®
9,0
° a

A
Complaxos’
~- . Insoliveis — -

e

> — ol

Macrdfagos Hepéticas
& Esplenicos Deanga do lmuno Complexo

Participagdao do complemento no manejo dos CIC. Pequenos complexos
sdo clareados pelos macréfagos. os grandes complexos se ligaréo
aos eritrécitos, via CR1, mas se o CR1 estiver diminuido ou se

houver uma deficiéncia do complemento sdo formados IC insoluveis.
Retirado de Law e Reid, 1988.
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A ligacdo covalente dos fragmentos C3b e C4b aos CIC permite
gue estes se liguem a varias ceélulas que contem receptores para
C3b e C4b(CR1l). em particular os eritrocitos.

Recentes evidéncias tem demonstrado que o complemento e
seus receptores nos eritrécitos, oferecem um sistema eficiente
para © processamento e transporte de CIC [Yin et al,1988;
Schiferli e Taylor,1989]. Aproximadamente 90% do CR1 no sangue
humano e de outros primatas ¢é& eritrocitaria. As alteragdes na
interacdo com © complemento e eritrdcitos podem afetar
significativamente este mecanismo de clareamento [Yin et al,1988;
Schiferli e Taylor,1989; Fearon,1988]. A importéancia do CR1
eritrocitdrio na eliminagdo dos CIC, tem sido demonstrada em
trabalhos experimentais [Liszewski e Atkinson,19931].

Em condig¢les normais os CIC com complemento ativado se ligam aos
eritrdécitos através de CR1 e sdo conduzidos através da circulagédo
até o figado e em menor intensidade ao bago onde sio eliminados

pelos mondcitos e macrofagos tissulares.

3.3.3- LESaO TECIDUAL MEDIADA POR DEPOGSITO DE COMPLEXOS

IMNES.

As propriedades biolégicas dos complexos imunes sio
determinadas por sua habilidade em ativar o gistema complemento e
interagir com um numero consideravel de células efetoras [Hoiby
et al, 1986]. A maioria da injuria tecidual associada aos
complexos. imunes parece ser mediada pelo complemento e leucdcitos

polimorfonucleares. Estes agregados de complexos imunes podem
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ativar o complemento pela via cléssica e alternativa, acionando

seus processos liticos e inflamatérios.

FIGURA 4. Representagdo esquemdtica do mecanismo de

processamento dos complexos imunes.

Passo 1 Passo2
IC formados na cliculacho IC opsonlzado corn C3b/Cab
rr éi‘\ j é

Passo 6 — —
Entrécito pode reciclar 330
e ligar mails IC ICliga-seao CR1 E

Passo 5
Allgacdo entie ICe E Passo 4
e quebiada. E reforna ICliga-se aos maciéfagos
a cliculagdo. hepdticos

Retirado de: Liszewski e Atkinson,1993.

O deposito de complemento pode ocorrer simultaneamente
ou apos a deposigdo dos CIC na membrana basal ou &rea subintimal
das paredes vasculares. Os eventos que se seguem a ativagdo do

complemento servem de base para muitas das respostas
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inflamatérias desencadeadas pelos complexos imunes depositados.
Fatores quimiotdticos liberados como C5a atraem leucocitos
polimorfonucleares, gque se acumulam no sitio da injuria. Estas
células se ligam ao complexo através de receptores para
complemento e anticorpo o gque leva & sua degranulagéo e a
liberagdo de 'proteinas vasoativas capazes de aumentar a
permeabilidade vascular e de varias enzimas capazes de destruir
a membrana basal [Reed et al,1977; Endo et al,1985].

A liberagdo de aminas vasoativas pode ocorrer também
através da interagdo das plagquetas com os complexos imunes ou com
o fator ativador de plaquetas (PAF, um produto liberado pelos
baséfilos apds interagdo destas células com os complexos
antigeno-anticorpo). Também como consequéncia da ativagdo do C,
ha formacdo do TCC que pode causar inespecificamente a lesdo de
membranas celulares do hospedeiro. O leito wvascular também é
uma varidvel importante na deposigdo de complexos imunes. que
parece depender gdrandemente de fatores hemodindmicos e da
anatomia de sitios particulares. O glomérulo. plexo cordide,
sindvia, pele e uvea, tem alto grau de fluxo sangiiineo por
unidade de massa tecidual e s3o estruturas particularmente
sujeitas & desordens por complexos imunes por estarem expostas e
poderem captar grandes quantidades de complexos imunes no seu
leito wvascular [Theofilopoulos e Dixon,1980; Endo et al ,1985;

Rother,1988].
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34 - COMPLEXOS IMUNES e COMPLEMENTO NA

ENDOCARDITE INFECCIOSA

A EI & em principio uma enfermidade infecciosa resultante

do implante bacteriano sobre uma leséo endocardica.
Posteriormente a isto, desenvolve-se uma resposta imune do
organismo com predominio humoral, gerando complexos imunes
circulantes com capacidade pré-inflamatéria. Esta ftase

imundlogica da EI se compara a uma enfermidade por complexos
imunes que se caracteriza por vasculite e glomerulonefrite
[Enriquez e Reyes,1984]. Muitos autores tem encontrado a presenca
de complexos imunes, em grande percentagem nos pacientes com EI
variando sua frequéncia de acordo com o método utilizado [De
Carvalho,1983]. Bayer et al realizaram diferentes estudos sobre
CIC na EI: Em 1976, estudaram. seriadamente, 29 pacientes com EI
e compararam os resultados com individuos normais, sépticos sem
endocardite e dependentes em drogas endovenosas. Os niveis
iniciais de CIC, dosados pelo técnica Raji-cell, foram
significativamente maiores entre os pacientes com EI (97%) quando
comparados com os sépticos (31%). normais (10%) e dependentes em
drogas endovenosas (40%). Neste mesmo estudo dosagens de CIC
foram relacionadas as manifestagdes extra-cardiacas, durag¢3do dos
sintomas e resposta terapéutica. demonstrando-se niveis de CIC
significativamente maiores nos pacientes com sinais extra-
cardiacos (64%) gquando comparados com pacientes sem estes
sinais (7%). Em todos estes pacientes o declinio dos valores de
CIC foi acompanhado do desaparecimento dos sinais extra-

cardiacos. Em relagdo a duragdo dos sintomas, os niveis de CIC
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foram significativamente maiores nos pacientes com longa duragéo
da doenga. Em 1977 Bayer et al, estudaram dois pacientes com EI
e sindrome like purpura trombocitopénica trombodtica que
apresentaram niveis elevados de CIC (Técnica Raji-cell) e que
retornaram aos valores normais apds a terapé&utica. Em 1979, Bayer
et al, realizaram um estudo experimental com 42 coelhos nos quais
foi induzida EI por Streptococcus salivarius. Neste estudo foi
verificado um aumento significante dos niveis de CIC (Raji-cell)
no inicio do tratamento. Em coelhos tratados com sucesso ., 0s
niveis de CIC cairam significativamente na primeira semana de
tratamento., em contraste ., nos animais com EI refrataria nao
houve queda dos valores de CIC. No mesmo ano Bayer et al (1979)
avaliaram 50 pacientes com EI e 52 com sepsis sem endocardite
analisando a utilidade das dosagens de CIC como metodo para
diagnéstico diferencial entre estas duas entidades. wverificando
niveis significativamente maiores de CIC nos pacientes com EI. Em
1981, Kauffman et al com o mesmo objetivo estudaram 40 pacientes
com EI, 34 com defeitos endocdrdicos e febre n&o séptica, 25 com
septicemia sem endocardite e 14 com lesBes wvalvulares néo
complicadas utilizando a técnica de 125I-Clqg. Na admissd@o 63% dos
pacientes com EI tiveram valores de CIC positivos em comparagao
com 9%, 12% e 7% dos outros grupos respectivamente ({p<0,001)

Entre os pacientes com EI observou-se valores maiores de ClC nos
pacientes com EI subaguda quando comparados a EI aguda. Em 1980
Kee et al estudaram 22 pacientes com o objetivo de identificar os
componentes dos CIC na EI., verificando a presenga de IgA ,IgG e
Clg nos CIC destes pacientes. Deck et al em 1988 estudaram 10
pacientes com EI e determinaram a presenga de CIC através da

técnica de conglutinina e Clg em fase sdlida, e demonstraram
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niveis mais altos de CIC nos pacientes com maior tempo de
evolucdo da doenga.

Devido a presenga significativa de CIC nos pacientes com
EI tem sido sugerido que a sua dosagem poderia ser util no
diagndstico, diagndstico diferencial e controle terapéutico da
doencga.

Numerosos trabalhos tem demonstrado que uma das fungdes
principais do sistema complemento € a protegdo contra a doenga
por imunocomplexos, que se da pelo clareamento dos complexos da
corrente sangiinea [Fearon,1988]. Estes sugerem que deficiéncias
de certos componentes da wvia classica ou de receptores de
complemento permitem que os CIC se depositem em locais
inapropriados como o0s rins pela inabilidade nos mecanismos de
solubilizag8o0, transporte e eliminagdo dos CIC. O papel do
complemento nas lesdes teciduais mediadas por CIC é também de
consideravel importancia na EI e foi discutido no item anterior.
Na EI existem poucos trabalhos relacionados ao complemento, a
maioria deles retere-se a dosagem protéica dos seus componentes.
Em 1962 Willians e Kunkel estudaram 51 pacientes com EI avaliando
os niveis de CH50, demonstrando na maioria dos pacientes valores
normais a elevados. Dentre 8 ©pacientes que apresentaram
diminuigdo nos valores de CH50, 3 tinham envolvimento renal. Em
1980 Kee et al avaliaram os niveis de C3 e CH50, em 22 pacientes,
encontrando valores anormais em apenas 8 amostras, 6 com valores

abaixo do normal e 2 acima.

Em 1376 Bayer et al, dosaram CH50 em 18 pacientes com
EI durante a fase aguda e de convalescéncia, demonstrando niveis

significantemente menores apds o sucesso terapéutico.
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O’ Connors et al em 1978, estudaram 24 pacientes com EI,
analisando a relagdo entre o 'germe causador e o grau de
insuficiéncia renal com o complemento. Estes autores verificaram
que 10 entre os 14 pacientes com EI por Staphylococcus aureus
apresentavam hipocomplementemia, com valores normais de C4 e
baixos de C3 sugerindo ativagdo pela wvia alternativa. Neste
estudo o grau de insuficiéncia renal correlacionou-se com a
hipocomplementemia. Outro estudo realizado por Kauffmann et al
1981 demonstrou que 16 de 40 pacientes com EI tinham valores

diminuidos de C3 e CH50.

Todos estes trabalhos avaliaram os niveis dos componentes
do complemento e a fungdo da cascata atraves do CH50. Entretanto,
a concentracdo protéica dos componentes do complemento nao
constitui-se em pardmetro fidedigno para avaliar o consumo € a
ativacdo do sistema. uma vez que um aumento no catabolismo destas
proteinas pode incitar a sua sintese, levando a niveis séricos
normais [Charlesworth et al,1989]. Portanto, produtos decorrentes
da ativagdo do complemento. como fragmentos e complexos
enzimaticos refletem com maior fidelidade o estado de consumo do
mesmo. SAo escassos os trabalhos que avaliam produtos de ativagédo
do complemento na EI. Em 1982 Pocidalo et al dosaram o fragmento
C3d em 21 pacientes com EI e 9 com sepsis encontrando wvalores
positivos em 27 pacientes, em 1984 Enriquez e Reyes determinaram
C3d em 7 pacientes com EI e 19 com Febre Reumdtica aguda. Os
ultimos autores verificaram a presenga de C3d somente nos
pacientes com EI (57%). sugerindo que esta avaliagdo poderia ser
itil no diagndstico diferencial entre estas duas patologias.

Estudos imunopatoldégicos em bidpsias renals de pacientes

com EI através de imunofluorescéncia tem demonstrado a presenga
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de depdsitos de imunoglobulinas (IgG,Igdh e IgM) e complemento,
demonstrando que a lesdo renal estd associada com a deposicdo de
complexos imunes e ativagdo do complemento [Levy e Hong,1973;
Keslin,1973; Boulton e Jones,1974:. Thorig et al,1988)]. Outros
trabalhos sugerem que pode haver outro tipo de mecanismo
fisiopatoldgico de lesdo renal principalmente nos casos de EI por
Staphylococcus aureos, onde a auséncia de imunoglobulinas
sugere que a lesdo renal possa ser desencadeada por ativagéao
direta da via alternativa do complemento pelo antigeno bacteriano

[Pertschuck et al,1976; Thorig et al,1988].
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4 - MATERIAIS E MéTODOS

4.1 - PACIENTES

O presente estudo incluiu 20 pacientes que foram
internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Parand, entre novembro de 1992 a maio 1995

4.1.1 - SELEcaO DOS PACIENTES

Amostras sanguineas foram coletadas em um total de 20
pacientes com diagndéstico de EI, sendo 14 do sexo masculino e 6
do feminino , com idade wvariando entre 15 &4 76 anos {( média
37.9 anos). Foram incluidos no trabalho, somente os pacientes que
tiveram o diagndstico de EI preenchendo os critérios da Duke
University [Durack et al,1994] apresentados no anexo 1.

Foram excluidos os pacientes que tiveram hemdlise
das amostras sanguineas., aqueles que durante o internamento
tiveram o diagndéstico mais provavel de Febre Reumdtica aguda e
ndo EI e os que apesar de terem sido tratados como endocardite

ndo preencheram os critérios diagnéstico de EI

4.1.1.1 - GRUPO CONTROLE

Os controles foram constituidos de 2 grupos distintos:

O primeiro por 14 individuos adultos sadios sem histdéria de
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dependéncia em drogas endovenosas ou histéria prévia de
patologia envolvendo o sistema imune. Sendo 7 do sexo feminino
e 7 do sexo masculino com idade entre 20 e 53 anos com uma média
de 33 anos.

O segundo grupo foi constituido de 15 pacientes portadores
de lesdo wvalvar, 11 com comprometimento de valva mitral e 4 de
valva adrtica, clinicamente estavels, sem histdria de
dependéncia em drogas endovenosas, sem sinals de infecgdo, sem
sinais sugestivos de cardite reumatica aguda e sem
histéria de outras patologias associadas. Sendo 6 do sexo
feminino e 9 do sexo masculino com idade entre 25 anos e 79

anos com uma média de 42 anos.

4.1.2 - AMOSTRAS SANGUINEAS

Foram coletados 20 ml de sangue venoso de cada individuo,
que foram divididos em 2 tubos de ensaio, para obtengdao de plasma
EDTA e soro . Dez ml foram adicionados a um tubo contendo 1 ml de
EDTA a 0,2M pH 7,2, para obtencdo de plasma., sendo mantido sempre
em um recipiente com gelo. Os 10 ml restantes foram colocados no
segundo tubo para soro. Apds a coleta, o sangue ‘com EDTA

permaneceu no gelo até a chegada ao laboratério. As amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min & 4 °C. O soro e o
plasma obtidos foram separados em diferentes aliquotas que
foram armazenados a4 temperatura de -70 °C ate serem

utilizadas. Para evitar a ativagdao do complemento, tomou-se o
cuidado de manter as amostras sanguineas em baixas temperaturas

durante todo o seu manuseio.
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4.2 - ENSAIOS IMUNOLOGICOS

4.2.1 -C3 e CA4.

As dosagens de C3 e C4 foram realizadas no laboratdrio

de Sorologia do Hospital de Clinicas., da Universidade Federal do

Parana, utilizando-se o método de turbidimetria (Behring
TurbiTimeSystem). conforme instrugdes do fabricante.

Este método baseia-se no principio de gue numa reagao
imunoquimica, as proteinas presentes na amostra formam

imunocomplexos com os anticorpos especificos presentes no
reagente e a turbidez produzida na reagdo ¢é entdo-:- medida
fotometricamente. As concentragdes presentes sdo determinadas
quantitativamente por medida turbidimétrica da maxima velocidade
da reagdo(vVmax). A velocidade méxima da reagdo para formagdo do
precipitado e o tempo gasto ©para atingi-la sd8o medidos
'simultaﬁeamente. A determinacgdo dos valores se efetua pela
comparagdao dos valores obtidos comparando-se com os padrdes da
firma Behringwerke (Alemanha).

Os soros foram diluidos na proporcdo de 1:20 e incubados
com 500 ul de reativo contendo anti-C3c e Anti-C4. Para a dosagem
de C3 o soro foi previamente tratado com Inulina para a
transiormacdo completa do C3 em C3c.

Os resultados das determinagdes  protéicas foram obtidos
automaticamente pelo turbidimetro e os resultados expressos em

mg-/dl conforme as informagdes obtidas do fabricante.
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4.2.2 - DOSAGEM DE IMUNOCOMPLEXOS CIRCULANTES.(CIC)

A determinagdo dos imunocomplexos circulantes foi
realizada no Laboratdério de Investigacdo em Reumatologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, utilizando-se
a teécnica de ELISA para fixagdo de C3 e de Clg. Anticorpos
policlonais anti-C3 e €Clg humanos (Sigma Chemical Company,USA)
foram adsorvidos a placa de ELISA e os CIC fixadores de C3 e de
Clqg foram avaliados através de reacgdo enzimatica utilizando-se um
anticorpo anti-IgG humano marcado com peroxidase (Sigma).Os

resultados forma expressos em microgramas/Ml1.

4.2.3 - DOSAGEM DE C3d

A dosagem do C3d foi realizado no laboratdrio de
Imunopatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana.

A presenga do fragmento C3d no plasma dos pacientes
e controles foi detectada por imunoeletroforese de difusdo dupla
de C3d de acordo com Brandeslund et al (1981).

Esta técnica baseia-se no principio de que proteinas
carregadas eleétricamente percorrem uma placa de gel
contendo anticorpo anti-C3c e anti-C3d onde as moléculas de C3c
sdo retidas na primeira metade da placa que contem anticorpo
Anti-C3c, permitindo que apenas o C3d alcance a outra metade da

placa contendo anti-C3d onde o mesmo sera imunofixado.
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Utilizou-se uma placa de vidro de 10 x 2.5 cm onde
foram colocados dois tipos de gel de agarose (Seakem ME,Marine
Colloids. USA) a 0.8% em tampdo tris-barbital pH 8,6 contendo 3%
de anticorpo anti C3c humano (Rabbit Immunoglobulin to human C3c
Complement) e 0.5% de anti C3d (Rabbit Immunoglobulin to human
C3d) (Dakopatts, Dinamarca)

Apbés completa polimerizagdo do gel, 5ul de plasma EDTA
diluido 1:3 em tampdo tris-barbital pH 8.6 foram aplicados na
altura do primeiro gel contendo anti-C3c. A placa foi submetida a
eletroforese por 16 hs a 160V e 10 mA.

As concentragdes de C3d foram estimadas através de uma

curva padrdo obtida pela ativacdo de um pool de soro normal com

Zimosan durante 5 dias a 37 C. Para este soro ativado foi
atribuido o wvalor arbitrario de 1000 unidades.ml. Os resultados
foram expressos em Unidades Arbitrarias por ml (UA/ml)

4.2.4 - TCC

As dosagens plasmaticas do complexo de ataque a membrana

(TCC) foram realizadas no Laboratdério de Complemento do Instituto

de Imunologia da Universidade de 'Heildelberg, Alemanha,
utilizando-se a técnica de ELISA ( Enzyme-linked immunosorbent
assay ). e anticorpo monoclonal contra o neoantigeno expresso no

complexo SC5b-9 de acordo com Mollnes et al (1985).
As placas de ELISA (Nunc Maxisorb,Copenhagen,Dinamarca),
foram pré-incubadas com 50 ul de anti-SC5b-9 (1 mgsml). diluidos

1:500 em tampdo carbonato pH 9.6, e incubadas por uma noite & 4

°C. Os passos seguintes de bloqueio e lavagem foram feitos com
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PBS contendo gelatina 0,25% (Sigma) e PBS contendo 0.1% Tween 20,
respectivamente. Os plasmas diluidos 1:3 em PBS-EDTA foram
aplicados em duplicatas e incubados por 60 min a temperatura
ambiente. A placa foi tratada apds lavagem com PBS-Tween com
anti- C5 humano de coelho (Dakopatts)e em seguida com anti- IgG
de coelho conjugado com peroxidase (Dakopatts). Como substrato
utilizou-se tabletes de OPD do Laboratdrio Organon . Esta reacdo
foi interrompida com uma solugdo de HCL 2N. A densidade optica
foi lida em espectofotdémetro a 492-620 nm . Os resultados foram
expressos em ngs/ml e calculados comparando-se com uma curva
padrdo obtida com soro ativado por zimosan (25mg/ml por 30 min a
37 C). o gqual continha uma concentragdo de 528 ug/ml de SC5b-9.
Esta concentracdo foi determinada através de uma curva padrdo do

complexo SC5b-9 purificado.

4.2.5 - C3a-desArg

A dosagem do fragmento C3a-desArg foli realizada
utilizando-se um Kit comercial para imunoensaio enzimdtico da
firma Progen Biotechnik (Alemanha)., de acordo com as informac¢ses
do fabricante. Este Kit detecta o fragmento C3a desArg utilizando
anticorpos monoclonais. Placas de ELISA s380 pré-tratadas com
anticorpo monoclonal anti-C3a-desArg. As amostras de plasma foram
diluidas 1:100 em tampdo e colocadas nos pogos e incubadas por 1
hora & temperatura ambiente. A seguir as proteinas nativas de C3
ndo ligadas foram lavadas pelo menos 3 vezes com tampdo de
lavagem e adicionou-se entdo o anticorpo monoclonal anti-C3a
conjugado com peroxidase e incubou-se por mais 1 h & temperatura

ambiente. O excesso de anticorpo foi removido através de 3
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lavagens e 100ul do substrato (TMB) foi incubado por 10 a 15
min. A reacdo foi interrompida com 100ul de 1N H2S04 e a leitura
feita em espectofotdémetro a 450-550 nm. Os resultados foram

expressos em ng./ml.

4.2.6 - DOSAGEM DO COMPLEXO Cl1rs-Clinh.

O complexo Clrs-Clinh & formado e liberado no plasma apds
ativacdo de Cl pela ativacdo da via classica. A sua dosagem foi
realizada através da técnica de ELISA como descrito por Zilow et
al (199%0).

As placas de ELISA (Nunc) foram pré-incubadas com anticorpos
de coelho anti- Clinh humano (Dakopatts) por 16 horas a 4 °C.

Apd6s duas lavagens, a placa foi bloqueada com tampdo PBS contendo
1% de albumina bovina (Serva, Alemanha). Depois de nova lavagem,
50ul de plasma EDTA diluidos 1:200 em tampdo PBS com 0.,1% de
Tween e 10 mM de EDTA foram aplicados em duplicata e incubados
por uma hora a ‘temperatura ambiente. O segundo anticorpo
utilizado foi anti-Cls humano de cabra diluido 1:200 (Atlantic
Antibodies, USA). Apds incubagdo de uma hora & temperatura
ambiente e trés lavagens, adicionou-se o terceiro anticorpo

anti-IgG (Fab2) de cabra produzido em coelho e conjugado com
peroxidase (Dianova, Alemanha). Como substrato utilizou-se 12 mg
de ABTS diluidos em 6 ml de Acido citrico 0,1 M {0,2M Na2HPO4
pH=4,6 e diluido 1:2 em Agua destilada). A reagdo foi blogueada
e lida & 405-492 nm. Como curva padrdo utilizou-se o complexo
ClrsClinibidor purificado e os resultados foram expressos em

unidades por ml (U/ml).



70

4.2.7 - DOSAGEM DO COMPLEXO C3bBbP

A dosagem do complexo C3bBbP, que e a enzima C3
convertase da via alternativa foi realizada através do método de
ELISA como descrito por Zilow et al em 1990. As placas de
microtitulagdo (Nunc) foram pré-incubadas com anticorpo anti-
Properdina humana (Atlantic Antibodies) por 16 horas a 4 C. Apds
bloqueio com PBS/1% albumina bovina e lavagem , 50ul de plasma
EDTA diluidos 1:25 foram aplicados e incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. Como anticorpo secundério utilizou-se anti-
C3c humano marcado com biotina (Dakopatts). Apds incubagdo com
Streptavidina-peroxidase (Amersham, Inglaterra), adicionou-se o
substrato (OPD-Dakopatts). A reacgdo foi interrompida com H2S04
12.5% e lida a 490,620 nm. O complexo purificado C3b(Bb)P foi
utilizado como curva padrdo. Os resultados foram expressos em
unidades por ml (U/ml).

As dosagens de TCC, C3a-desArg, Clrs-Clinh e C3bBbP foram
realizadas no Laboratério de Complemento do Instituto de

Imunologia da Universidade de Heidelberg. Alemanha.

4.2.8 - Fator Reumatodide

O Fator Reumatdide foi dosado no laboratdrio de Sorologia

da Universidade Federal do Parand. Através do método do Latex.
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4.3 - ANALISE ESTATiSTICA.

A metodologia estatistica aplicada na andlise dos dados foi

a seguinte:

1 - Verificou-se a questdo da Gauseanidade da populagdo da
amostra por meio do teste de Filliben [Bartman] e do grdfico de

probabilidade normal.

2 - Quando a Gauseanidade era aceita aplicou-se na comparacdo de
grupos, o teste "'t na versdo cléssica , se as variéncias das
duas populagbes eram aceitas como iguais. E o teste ““t’° na

versdo de Aspin-Welch [Armitage,1971] quando as variéncias eram
distintas. A igualdade de variancias foi também testada, usando-

se o teste F [Brown e Hollander,1977].

3 - Quando a Gauseanidade ndo era aceita, aplicou-se o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney [Browm e Hollander,1977] na

comparagdo entre os grupos.

4 - Calculou-se a correlacdo entre as véarias varidaveis usando-se

a correlagdo linear de Pearson [Armitage.,1971].

5 - Contrui-se para melhor descrigdo das varidveis, comparacgdo e
interpretagdo dos resultados o histograma de resultados de Box-

Whisker.



5 - Resultados

Os resultados obtidos nos pacientes com EI para todos os

marcadores investigados est3o sumarizadas na tabela 1.

Tabela 1. Resultados das dosagens de C3, C4, CIC, C3d, C3a
desArg, TCC. VC e VA obtidos nos pacientes com ET
Pacie |C3 C4 CIC C3d C3ade |TCC VC VA
ntes |mg-/dl |mgrs/dl {ug/ml [UA/ml {ng/ml |ng/ml (U/ml |U/ml
L.J.M{42.3 19.5 77 255 704.8 [1136. |355 12.0
M.M.M {43.7 14;6 0 108 100.3 [1459 178 25
O.B. 26 .6 30.5 0 189 427 .9 |682.5 |232.3 [11.33
DR.O|17.1 25 0 360 523.9 |1566 477 .9 {7.65
M.A. 17.1 7.89 248 360 882.3 | 2668 473.4 110.41
J.P. 42 .6 15.9 0 202 1057 1268 300.3 }123.71
0.5 45.7 110.4 |47 114 271 1087 377.2 ]112.6
A.C.M|[59.4 31.8 0 330 391.6 |738.4 |552.7 |8.81
J. A A |53.2 21.9 1] 360 1489 2770 426.9 |50.43
L.G. 50.2 19.7 0 70 138.2 |258 143.6 |9.76
J.B.S |44.3 11.7 0 300 nd nd nd nd
M.I.D [86.5 28.5 100 216 202 1115 264 13,43
M.AOD [49.8 17.3 140 144 633 990.3 |378 15.91
J.C.8 |nd nd 204 0 1002 794 143.6 |34.98
L.AAD {74.4 20 .4 144 138 704.8 (1136 355.4 |12.6
R .M. 95.3 41 .3 48 300 79.7 2537 312.9 |14.92
J.APF |64.6 34.9 0 144 142.3 | 816.5 |171.9 |15.08
N.L.O {81.1 43.8 0 189 nd nd nd nd
L.S.C [98.3 40.3 0 189 131 177.7 ]1163.8 |6.35
J.C.L |nd nd nd nd 1689 1092 470.1 181.61
Média |55.12 |29.7 53 208 587.2 ]1238. |320 20.36
4

nd= nao determinado

72
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A comparacgdo dos valores de C3d, C3A-desArg, TCC, VA, VC e
CIC, C3 e C4 entre os pacientes com EI, wvalvopatas e normais
demonstrou uma diferenca estatisticamente significante para todos
os marcadores de ativagdo do complemento (p<0.05), exceto para
C3BbB(P). marcador de ativacdo da wvia alternativa. Os resultados
mais significantes foram obtidos para C3d (EI/normais e
El valvares), C3a desArg(EI/normais), TCC(EI/normais) e VC

(EI/normais e El-valvares), vide tabela 2.
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TABELA 2. Comparagdo dos valores médios de CIC {(Anti-C3 ELISA),
C3, C4, C3d, C3a desArg, TCC, Clrs-Clinh (VC) e C3bBbP (VA) entre
controles normais, valvares e EI.

ENSAIQO CONTROLES EI P
C3 N=61.9(14) 56.9(26.6) L2625
mg/dl '

V=74,2(26.6) .048
C4 N=28.68(9.68) 72.2(16.6) .3141
mg-dl

V=23.44(7.5) .0676
CIC N=0 52.57(186) .00552
ug-/ml

V=6.7(4.8) .00407
C3d N=0 226(25) .000015@
UA/ml

V=46 .6(10.8) .000035@
C3adesArg N=156,08(36.6) £15,083(109) .00049
ng/ml

V=279,37(49.8) L0221
TCC N=258.51(29) 1238.19(175) .000145
ng-/ml

V=662.68(93) .0135
vC N=119.3(7.3) 321.08(30) .000025@
U/ml

V=125.1(4.3) .000069@
VA N=15.74(1.2) 20.36(4.4) .43
U/ml

V=18.45(1.4) .143
N= controles normais ( ) Erro padrdao da média

V= controles valwvares

®= Teste

Demais marcadores= Teste Wilcoxon Mann Whitney.

p=nivel de significéncia
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5.1 -C3d

Os pacientes com EI apresentaram valores superiores de
C3d em relagcdo aos grupos controles. Esta diferenga foi
estatisticamente significante quando comparados com os controles

valvares (p=0.000035) e normais (p=0.000015)

GRAFICO 1 - Comparacido entre os niveis médios de C3d observados
nos pacientes com EI, controles valvares e normais.
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C3d UA/ml p<0.00004
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5.2 - C3a-desArg.

Os niveis de C3a-desArg foram significativamente maiores
nos pacientes com EI em relagdo aos controles normais (p=0,00049)
e valvares (p=0,029) (teste Wilcoxon Mann Whitney).

Observou-se também, que os pacientes valvares apresentaram
niveis significantemente maiores do que os controles normais

(p=0.0004)

GRAFICO 2. Comparagdo entre os niveis médios de C3adesArg
observados nos pacientes com EI, controles valvares e normais.
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5.3- TCC

Os pacientes com EI, apresentaram niveis médios de TCC
superiores aos encontrados nos controles normais (p=0.00014) e
controles valvares (p=0.013) (teste de Wilcoxon Mann Withney). Os
pacientes portadores de lesOes valvares tambem apresentaram

niveis de TCC mais elevados do que o grupo normal (p=0.0008).

GRAFICO 3. Comparacdo dos niveis de TCC entre os pacientes com
EI., controles valvares e controles normais.
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5.4 - VIA CLASSICA (Clrs-Clinh)

Os valores de Clrs-Clinh marcador de ativagdo da via
classica(VC)., foram significantemente maiores nos pacientes com
EI em relacdo aos controles normais (p=0.000025) e wvalvares
(p=0.000069), demonstrando uma ativacdo preferencial do

complemento pela via classica, entre os pacientes com EI.

GRAFICO 4.Comparagao dos niveis de Clrs-Clinh entre os pacientes
com EI, controles valvares e controles normais.
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5.5- VIA ALTERNATIVA (C3bBbP)

Entre os 20 pacientes com EI, apenas 5 (25%) apresentaram
niveis de C3bBbP (VA) superiores a média dos controles. A andlise
estatistica dos dados demonstrou n&oc haver diferenca entre os
pacientes com EI e os controles normais (p=0.43) e valvares
(p=0,14). N&o houve também, diferenga entre o grupo normal e o

valvar.

5.6 - CIC

Entre os pacientes com EI, 35% (7 entre 20) apresentaram
niveis detectaveis de CIC pelo método de C3. Porém apenas 5%
({1 entre 20) apresentou positividade pelo método de Clg. sendo
este paciente também positivo para CIC pelo método de C3. Nenhum
dos controles normais apresentou niveis detectdaveis de CIC. em
ambos os métodos wutilizados (Clg e C3). Entre os controles
valvares, apenas 2 (13%) pacientes apresentaram niveis
detectdveis de CIC pelo método de ELISA anti-C3, porém com
valores baixos
A comparagao destes resultados apresentou diferencga
estatisticamente significante entre pacientes com EI e valvares

(p=0.004) e pacientes com EI e controles normais (p=0.0055).
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5.7- C3 e CA4.

A média dos valores de C3 nos individuos normais foi
de 61.9 mgsdl e C4 de 28,69 mg-/dl, nos pacientes valvares C3 foi
de 72,2 mgrsdl e 23,44 mgr/dl e nos pacientes com EI foi de
56.,9mgs/dl e 25.,5mgs/dl, respectivamente.

Entre os pacientes com EI 66% - tiveram valores de C3 e
44% de C4 abaixo da média dos controles. Os resultados da andlise
estatistica, demonstraram uma diminuigdo estatisticamente
significante somente dos niveis de C3 nos pacientes com EI

guando comparados com os controles valvares (p=0.048).

5.8 - FATOR REUMATOIDE

Entre os 20 pacientes com EI 6(30%) apresentaram FR
positivo. Entre estes, 3 (50%) apresentaram CIC positivo. Os
valores médios de C3d, C3a desArg, TCC, VA e VC foram superiores
nos pacientes com presenca de FR em relagdo aos pacientes com FR
negativo, entretanto nado houve diferenga estatisticamente

signiticante entre os grupos.

5.9 - CORRELAcaO ENTRE OS MARCADORES ESTUDADOS.

Os resultados da andlise de correlac&@o nos pacientes com
El entre os diferentes marcadores estudados estdo demonstrados na

tabela 3.
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As seguintes correlagdes significantes foram observadas:

I - Os niveis de C3d se correlacionaram positivamente com os

niveis de TCC (p=0.019).

II - Os niveis de C3a desArg apresentaram correlagdo positiva com
TCC (p=0.029) e com os niveis de ativagdo da wvia alternativa,

complexo C3bBbP (p=0.029).

III - Os niveis de CIC se relacionaram inversamente com C4

(p=0.037) e positivamente com a creatinina (0.006)

Os niveis de TCC se correlacionaram positivamente com os
valores de Clrs-Clinh, marcador de ativagdo da wvia cléssica,
porém estes resultados ndoc foram estatisticamente significantes
(p=0.058) bem como o C3a desArg com C3d (p=0.059)

Ndo observamos nenhuma relacgdo entre os niveis de C3 e
C4 com uma maior ou menor ativagdo do complemento, corroborando
com a idéia de que as dosagens de C3 e C4 ndo sdo um parametro
seguro para avaliar a ativagdo do complemento

Ndo houve também, correlagdo entre os niveis de C3 e C4
e a via de ativagdo do complemento. N3o havendo portanto
correlagdo entre os baixos niveis de C3 com a ativagdo da via
alternativa e de C4 com a ativagdo da via clgssica.

Os valores de CIC e C3 também nao se correlacionaram
entre si (P=-0,433). Porém uma correlagdo inversa entre os niveis
de C4 e CIC foi observada (p=0,013). Sugerindo um consumo de

complemento na presenga de CIC ,principalmente pela via cléassica



82

As demais andlises de correlacgdo ndo demonstraram resultados

estatisticamente significantes

TABELA 3. CORRELA¢&0O ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS DOS DIFERENTES
MARCADORES ESTUDADOS NOS PACIENTES COM EI.

MARCA| C3 C4 C3d |C3a |TCC |vC AV CIC  CREAT
DORES des ININA
c3 NS NS NS NS NS NS NS
ca NS NS NS NS NS 0.037 NS
c3d |NS NS NS 0.019 NS NS
C3ade|NS NS NS 0.029|NS 0.029|NS NS
sArg I
TCC |NS NS 0.019]0.029 0.058|0.028|NS NS
VC NS NS 0.022]0.058 NS NS NS
|

VA NS NS 0.029 NS NS NS NS
CiC [NS 0.037 [NS NS NS NS NS 0.006

|
Creat|NS NS NS NS NS NS NS NS
inina
T.Evo| NS NS NS NS NS NS NS NS NS
lucéo

Teste de: Correlacgdo linear de Pearson, valores expressos do
nivel de significancia (p)
NS=nado significante

Entre os pacientes que tiveram valores detectdveis de CIC (n=7)
todos apresentaram valores superiores aos controles do complexo
Clrs-Clinh e nenhum deles apresentou niveis aumentados de C3bBbP,
indicando que a ativacdo do compleménto foi preferencialmente
pela wvia cléssica. Dos 13 pacientes com CIC negativo, 5
apresentaram ativagdo aumentada pelas duas wvias. A andlise

estatistica destes resultados poréem ndo demonstrou correlagao
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significante entre os valores de CIC (C3) e VA (p=0.33) e VC

(p=0.12)

5.10 - MANIFESTACGES EXTRACARDIACAS.

Entre os 20 pacientes estudados 19 (95%) apresentaram
manifestacdes extra-cardiacas ., as quais estdo representadas na
tabela 4. Observou-se uma maior incidéncia de manifestagdes

renais 50%. pulmonares 35%, S.N.C. 25% e esplenomegalia 30%

5.10.1 - CORRELAcaO ENTRE AS MANIFESTACGES EXTRA-CARDIACAS,
ATIVAcaO DO COMPLEMENTO E CIC.

5.10.1.1 - MANIFESTACOES RENAIS

Entre os 20 pacientes, 3 (15%) apresentaram valores
elevados de creatinina., acompanhados de alterag¢des no parcial de
urina e 6 (30%) tiveram alteragdo apenas da creatinina,
totalizando 9 (45%) pacientes com alteracgdes nos valores de
creatinina

Todos os pacientes, que apresentaram niveis aumentados
de creatinina tiveram evidéncias de ativacgdo do complemento pela
via classica com excecdo de 2 pacientes que apresentaram niveis
elevados da VA. Trés destes pacientes com valores elevados de
creatinina tiveram CIC positivo (33.3%).

A andlise estatistica ndo demonstrou correlagdo entre
os niveis de creatinina e C3a-desArg (p=0.84), TCC (0.55), VC

(0.94) e VA (p=0.22). Porém houve correlagdo entre os niveis de
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creatinina e os valores de CIC (p=0.006), este dado entretanto
deve ser interpretado com cuidado pelo fato de ter sido obtido

com poucas amostras.

5.10.1.2 - MANIFESTACOES PULMONARES

Entre os 7 pacientes(35%) com manifestag¢gdes pulmonares,
todos demonstraram evidéncias de ativacdo do complemento, 5 deles
(71%) tiveram ativagao exclusivamente pela via cléassica e
2(28%) por ambas as wvias. Trés pacientes (42%) apresentaram CIC
detectavel.

Como demonstra o grafico 5 a média dos valores de C3d,
C3a-desArg, TCC, Clrs-Clinh e C3bBbP foram maiores nos pacientes
com comprometimento pulmonar, sugerindo haver uma maior ativagao
do complemento nos pacientes com esta manifestac&o clinica. Porém
somente os niveis de C3d (p=0.00268) e C3adesArg (p=0.0301)

demonstraram resultados estatisticamente significantes
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GRAFICO 5. Comparacdo entre os niveis medios de CIC ., C3d,.
C3adesArg, TCC, VC e VA entre os pacientes com manifestagéo
pulmonar e sem esta manifestagio.

Leséio Pulmonar B SiM

C3d p{0.0026) C3a desArg p(0.030)

5.10.1.3 - ESPLENOMEGALIA

Dos seis pacientes(30%) com EI que cursaram coOm
esplenomegalia, todos apresentaram indicios de ativagdo do
complemento, e apenas 3 tiveram CIC detectavel. As médias dos
valores de C3d, C3a desArg, TCC, VC e VA ndo foram superiores ao

grupo sem esplenomegalia.

5.10.1.4 - MANIFESTAcCOES NEUROLOGICAS

Dos 20 pacientes com EI estudados, 5 (25%) tiveram
acidente vascular cerebral. Quatro destes pacientes apresentaram
ativacdo pela wvia classica e um pela via alternativa. Apenas um

paciente apresentou CIC detectavel. Os niveis médios de CIC,
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C3d. C3a-desArg, TCC e VC ndo foram superiores aos observados nos

pacientes sem lesdo de S.N.C..

TABELA 4. Manifestagdes extra-cardiacas mais frequentes, ativacgéo

do complemento e CIC em EI

0.Afe N.paci |CIC C3d C3ades jTCC VC Va
tado entes Arg
Creat. |9 3 7 6 7 8 2
{33%) (77%) (66%) {(77%) {88%) {(22%)
Pulméo |7 3 6 6 6 7 2
(42%) (85%) (85%) (85%) {100%) | (28%)
Bago 6 3 5 3 4 ) 0
{50%) (83%) {50%) (66%) {100%) j (0%)
S N.C. {5 1 4 4 4 5 1
(20%) {80%) (80%) (80%) (100%) | (20%)
P.Urin |8 6 7 4 8 8 1
(75%) (87%) {50%) {100%) | (100%) {(12%)
Total 19 7 16 13 16 18 5

Entre as manifestagdes extra-cardiacas as que apresentaram maior

incidéncia de CIC foram as alteragdes de sedimento

urinario{33.3%), manifestagles pulmonares (42 .8%) e

esplenomegalia (50%).

5.10.1.5 - PRESENcA DE MAIS DE UMA MANIFESTAcaO EXTRA-CARDIiACA

Entre os 20 pacientes estudados, 7(35%) apresentaram
mais de uma manifestacdo extra-cardiaca. entre estes 3(42%)
tiveram CIC positivo. Os niveis médios de CIC, C3d, TCC e VC

foram superiores no grupo que apresentou mais de uma manifestacao

extra-cardiaca, gquando comparados com os pacientes com somente
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uma manifestagdo extra-cardiaca. Entretanto ndo houve diferenga

estatisticamente significante entre os grupos.

GRAFICO 6. Comparacgdo dos niveis médios de CIC, C3d, TCC e VC
entre os pacientes com mais de uma manifestagdo extra-cardiaca e
pacientes com manifestacdo unica.
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5.11 - MICROORGANISMOS ENVOLVIDOS

A anédlise bacterioldgica dos 20 pacientes com EI,
demonstrou que 4(20%) deles tiveram intecgdo por Staphylococcus
aureus, 1(5%) por Haemophilus Influenza, 2(10%) por Streptococcus
do grupo viridans, 1{5%) por [Enterobacrer sp. 1(5%) por
Enterococcus faecallis, 1(5%) por Pseudomonas aeruginosa, 1(5%)
por Staphylococcus ndo produtor de coagulase e 9(45%) tiveram
hemoculturas negativas. Portanto o microorganismo mais

frequentemente encontrado fol o Staphylococcus aureus.
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GRAFICO 7. Frequéncia dos microorganismos encontrados nas
hemoculturas positivas dos pacientes com EI.

5% 5% 5%

5%

45%

B Stafilococcus B Negativo E Haemophilus Streptococcus
aureos influenza viridans

B Enterococccus B Pseudomonas HEnterobacter sp B Stafilococcus ndo
faecalis Aeruginosa coagulase

5.11.1 - CORRELAcaO ENTRE os MICROORGANISMOS, ATIVAcaO DO

COMPLEMENTO E CIC.

Ndo houve diferenga nos niveis de ativagdo do complemento
entre os grupos com hemocultura positiVa e negativa.

Dos 9 pacientes com hemoculturas positivas, todos tiveram
valores somente da via cléssica (VC) aumentados. Nenhum
apresentou evidéncias de ativagdo pela via alternativa, inclusive
aqueles positivos para Sigphylococcus aureus.

Os pacientes com infecgdo por Siaphylococcus aureus
apresentaram em média valores superiores de C3d, C3a desArg. TCC
e VC quando comparados com o grupo infectado com outras
bactérias. Entretanto n&o foi possivel realizar a analise

estatistica devido ao pequeno numero da amostra.
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Os pacientes que tiveram hemoculturas positivas
apresentaram uma malior positividade de CIC em relagdo ao grupo
com hemoculturas negativas., sugerindo uma relagdo positiva entfe
a presencga de bactéria e a produgdo de CIC, 54% dos pacientes com
hemoculturas positivas tiveram valores positivos de CIC (C3) em
relagdo a 12,5% dos pacientes com hemoculturas negativas. Ndo foi
possivel entretanto a realizagdo de teste estatistico devido ao
pequeno numero da amostra.

Entre os 7 pacientes que tiveram valores positivos de
CIC. 3 eram portadores de EI por Staphylococcus Fureus. um por
Enterobacter sp, um por FEnterococcus faecalls, um por PFPseudomonas
geruginosa e um tinha hemocultura negativa. Nenhum dos dois
pacientes com EI por Streptococcus do dgrupo vIridans apresentaram
niveis de CIC elevados. Apenas um entre 7 pacientes com

hemocultura negativa apresentou valores positivos de CIC.

GRAFICO 8. Comparac¢do entre os pacientes com EI com hemocultura
positiva e negativa e a presencga de CIC.
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5.12 - EVOLU¢aO

Houve trés tipos de evolucdo para os 20 pacientes com EI
estudados: 2 pacientes tiveram cura com tratamento clinico, 12
tiveram cura apdés tratamento cirurgico e 6 foram & O6bito.
Observou-se portanto gque a maioria dos pacientes evoluiu com cura

apds tratamento cirurgico.

GRAFICO 9. Distribuigfdo dos pacientes com EI quanto & evolugdo
final.

[mcura citratclinico Ecura trat.cirurgico M Obito

Entre os 6 pacientes que evoluiram com ¢&bito, apenas 1
apresentou niveis detectaveis de CIC, entretanto estes
apresentaram em média niveis superiores de C3d. e VC em relacgéo
aos pacientes que apresentaram boa evolugdo sendo que o resultado
dos niveis de C3d foram estatisticamente significantes

(p=0.0196) .
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GRAFICO 10. Valores médios de CIC, C3d, C3a desArg., TCC ,VC
entre os pacientes que foram a ébito e os que tiveram cura
cirurgica ou clinica.
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5.12.1 - CORRELAcaO ENTRE O TEMPO PROLONGADO DE EVOLU¢aO
PRE-INTERNAMENTO E OS NiVEIS DE C3d, C3adesArg,TCC, VC, VA E
CIC.

Em relagdo ao tempo de evolugao anterior ao tratamento, 8
(40%) pacientes tiveram um tempo de doenga inferior a 4 semanas
variando entre 4 é 20 dias, e 12 (60%) pacientes tiveram
evolucdo superior & 4 semanas variando de 30 dias "a 180 dias. Os
valores médios de CIC, foram maiores nos pacientes com evolugédo
crénica porém os niveis de ativagdo do complemento foram maiores

naqueles que tiveram evolugdo mais aguda. Entretanto a analise
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estatistica destes dados ndo demonstrou diferencas significantes
entre os dois grupos (CIC p=0.42, C3d p=0.40, VC p=0.75,

C3adesArg p=0.63, TCC p=0.56, VA p=0.75)
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6 - DISCUSSao

6.1 - COMPLEMENTO E ENDOCARDITE INFECCIOSA .

Nos processos infecciosos a ativagdo do complemento é
necessaria para uma adequada resposta imune e inflamatdéria. Sob
circunstancias normais, a ativagdo do complemento € benéfica para
o organismo entretanto quando descontrolada ou exacerbada., pode
causar lesdo ao tecido do hospedeiro [Gardinali et al,1992;
Michael,1987:. Glovsky,1994].

Sendo a endocardite uma doenga infecciosa que cursé com
depdsitos de complexos imunes, a participacgdo do complemento na
sua patologia pode ocorrer de varias formas. A deticiéncia na
ativacdo do complemento poderia levar a um prejuizo na
solubilizacdo e eliminagdo dos CIC e conseqlente deposigdo nos
tecidos. Por outro lado, os CIC poderiam exacerbar a ativagdo do
complemento intensificando a resposta inflamatéria e a lesdo
tissular [Law e Reid,1988; Kinoshita,1991].

Embora os CIC estejam presentes na EI, este achado ndo
indica necessariamente lesdo por complexos imunes, Jja due o
efeito patolégico dos mesmos inicia-se somente com sua deposigao
e o desencadeamento da reag¢do inflamatdria.

A andlise da ativagdo do complemento na EI, portanto é
de utilidade para um melhor conhecimento da fisiopatologia e dos
mecanismos imunopatoldgicos envolvidos na doenga.

Varios estudos foram realizados com o objetivo de
correlacionar os niveis individuais dos componentes do

complemento (Clq.C2,C3,C4,C9 e CHS50) com a atividade da EI, porém
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os resultados obtidos tem sido varidveis. A tabela 5 demonstra a

variabilidade dos resultados encontrados no diferentes trabalhos

TABELA 5. Estudos prévios analisando componentes do complemento

em EI.
AUTOR N.PCTES COMPONENTE RESULTADO
CABANE(1979) 64 C3 E C4 DIMIN 64%
CABANE(1979) 64 C3 NORMAL
KEE({1980) 22 CH50 E C3 NORMAL
BAYER(1976) 29 CH50 DIMIN 41%
O’ CONNOR({1978) 24 CH50,C3,C4 DIMINUIDO
MAISCH(1983) 23 C3.C4 NORMAL
WILLIANS(1962) 51 CH50 NORMAL 50%
WILLIANS(1988) 8 CH50 DIMINUIDO
POCIDALO(1982) 54 CH50 DIMINUIDO 72%

Estas medidas estdticas porém nao sdo adequadas para
avaliar o consumo de complemento. pois os niveis de C3, C4 e de

CH50 ndo refletem com fidelidade a ativagdo ou consumo do mesmo,
devido as variagdes na velocidade de sintese e catabolismo de
seus componentes, limitando o seu wuso no acompanhamento da
atividade das doengas gque cursam com ativagdo do complemento
[MacDougal e MacDuffie,1985; Charlesworth et al,1989: Gawryl et
al] ; Michael.1987].

Charlesworth et al (1989), utilizando C3 e C4 marcados

com I 125 e 131, verificaram que pacientes com altos niveis de
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CIC tinham um hipercatabolismo de C3 e C4 porem as suas
concentracdes sangiiineas ndo se alteravam. Como estes estudos de
turnover sdo tecnicamente dificeis, uma abordagem mais simples
para a deteccdo de consumo de complemento, seria a medida de
produtos decorrentes de sua ativacao [Glovsky,1994]. A
avaliacdo dos produtos de ativagdo do complemento tem sido de
maior fidedignidade para & medida "in wvivo" da ativagdoc do
complemento.

Métodos para avaliagdo da ativagdo do complemento,
baseados na detecgdo de produtos da clivagem de componentes, de
complexos entre os componentes ativados., ou complexados 4
proteinas controladoras tem sido desenvolvidos [Gawryl et
al.l1988; Rother e Till,1988]. Muitos trabalhos tem sido
realizados utilizando estes métodos, Salama et al (1988)
utilizou o método de ELISA para detecgdo de TCC avaliando a
ativagdo do complemento durante o Bybass cardiopulmonar. Niveis
de TCC foram relacionados com a- atividade do LES, sendo sugerido
como um importante marcador de atividade da doenca [Gawryl et
al,1988; Messias,1995]. Gardinali et al(1992) estudaram a
ativagdo do complemento em pacientes sépticos, através da dosagem
de C3a desArg encontrando uma correlagdo entre os niveis de
ativagdo do complemento e a severidade da sepsis.

Na EI poucos estudos foram realizados com relacgido a
ativagdo do complemento. Pocidalo em 1982 dosou o fragmento C3d
em 30 pacientes, 21 com EI e 9 com sepsis, encontrando uma
positividade de 90% para C3d. porém este autor ndo referiu
quantos pacientes com EI e quantos com sepsis tiveram niveis
elevados de C3d. Em 1984, Enriquez estudando 19 casos de Febre

Reumatica aguda e 7 de EI encontrou niveis mais elevados de C3d
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em pacientes com EI (57%) do que em pacientes com Febre Reumatica
aguda (0%), sugerindo a possivel utilizagdo desta dosagem no
diagndéstico diferencial entre estas duas patologias

O presente trabalho demonstrou a ativagdo do complemento
na EI através de 5 ensaios diferentes que permitiram a
verificagdo da ativagdo do complemento em diferentes estdgios da
cascata.

Através da dosagem de TCC, que avalia o complexo final
de ataque de membranas; os fragmentos C3d e C3a desArg que sé&o
gerados durante a ativagdo de C3, <cujo papel é central na
ativagdo do complemento: o complexo Clrs-Clinh (VC) formado pela
inativacdo de Cl, no inicio da ativagdo da via clédssica e C3bBbP
{VA) que & a convertase da via alternativa.

Estes métodos s3o0 bastante sensiveis para detectar a
ativagdo do complemento e na sua maioria foram realizados através
de ELISA , utilizando-se anticorpos monoclonais. No caso da
dosagem de TCC utilizamos um anticorpo monoclonal que reconhece
um necantigeno expresso somente no complexo C5b-9 ativado.

Os resultados do corrente trabalho demonstraram ativacéo
do sistema complemento na EI, principalmente pela wvia cléassica.
Todos os marcadores de ativagdo, com excegdo do complexo C3bBbP
indicador de ativacdo da via alternativa, demonstraram niveis
significantemente aumentados gquando comparados com os controles
valvares (C3d p=0.0003, C3a desArg p=0.0291 , TCC p=0.0135 e VC
p=0.00006) e normais (C3d p=0.000015, C3a desArg p=0.00049, TCC
p=0.000145 e VC p=0.000025), sugerindo a possibilidade do uso
destes ensaios como coadjuvante no diagnéstico da EI.

Os pacientes que cursaram com maior numeroc de

manifestagdes extra-cardiacas apresentaram em média niveis
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aumentados de C3d, TCC e VC (p=ns). Aqueles com manifestagdes
pulmonares tiveram em média valores aumentados de C3d (p=0.0268)
e de C3a desArg(p=0.0301) e os que foram a obito apresentaram
niveis aumantados de C3d (p=0.0196). Estes resultados sugerem que
os fragmentos C3d e C3a desArg podem ser importantes indicadores
de lesdao de drgdos e gravidade da doenga na EI.

Todos os pacientes com CIC positivo apresentaram niveis
aumentados de Clrs-Clinh, confirmando a ativagdo ©preferencial
pela wvia cldssica na EI. Porém os niveis de ativagdo do
complemento ndo se correlacionaram com os valores de CIC.

Os niveis de C3 e C4 nao se correlacionaram com os niveis
dos produtos da ativagdo do complemento., o que corrobora o}
conceito de que as dosagens destes componentes ndoc refletem o
estado de ativagdo do complemento. Entretanto os niveis de C4
mostraram-se inversamente correlacionados com a presenca de CIC
(p=0.037). sugerindo um consumo de C4 pela ativagcdo da via
classica.

Estes achados 1indicando ativagdo do complemento
principalmente pela via cléassica, fortalecem o conceito de que a
ativagdo do complemento na EI € mediada essencialmente via
complexo imune e que ambos complexos imunes e complemento podem
exercer um papel importante na fisiopatologia da EI.

Os mecanismos envolvidos no deficiente clareamento de
complexos imunes na EI ainda s3c pouco entendidos. Kerr et
al(1986) wverificaram que o soro de pacientes com EI foram
deficientes em solubilizar complexos 1imunes pré tormados
artificialmente. As deficiéncias do complemento fornecem fortes
indicios sobre o seu papel no clareamento dos complexos imunes,

sendo que uma maior incidéncia de doengas por complexos imunes
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tem sido observada em pacientes com deficiéncia dos componentes
iniciais da via cléassica [Law e Reid,1988].

A inibicdo da precipitagdo de complexos imunes, € uma
propriedade da via cléssica enquanto a solubilizagdo de complexos
imunes pré-formados envolve a wvia alternativa [Miller e
Nussenzweig,1975; Takahashi et al.1977; Kerr et al,1986:]. A
solubilizagdo mediada pelo complemento parece ocorrer como
consequéncia da incorporagd3o do fragmento de C3b ao complexo
imune, que aparentemente diminui a estabilidade de ligagdes
especificas AgN\NAc [Law e Reid.1988; Rother e Till,1988]. Esta
agdo pode ser iniciada diretamente pela ativagdo da wvia
alternativa, ou pela agdo da alga de amplificagdo da via
classica. Logo as duas vias de ativagdo do complemento s3o
necessarias para solubilizacdo adequada principalmente dos
agregados contendo IgG e IgM. Embora a deposigdo de C3 pela via
classica aumente a velocidade da solubilizagdo, a via classica
ndo € suficiente para esta fungdo [Takahashi et al,1978; Pereira
et al,1980].

A inibigdo da precipitagdo de complexos imunes, por outro
lado. depende prinqipalmente da via classica. Provavelmente esta
agdo seja devido a ligagdo covalente de C3b e Clg ao complexo
imune, tornando-o hidrossoluvel, perdendo assim sua capacidade de
formar uma estrutura de ligagdo infinita de antigenos e
anticorpos alternados [Paccaud e Schifferli,1989]

Consequentemente a ativagao de ambas as vias séao
necessarias para se evitar a formagdo e deposigdo dos complexos
imunes que levam & doenga.

Devido ao fato de néao ter sido realizado estudos de

deposigdo de complexos imunes, nao podemos retirar conclusfes
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sobre este assunto no presente trabalho. Mas existe a
possibilidade que pela quantidade excessiva de CIC formados na EI
haveria um consumo excessivo da via classica que poderia levar ao
depdsito de complexos imunes e uma vez que a via alternativa né&o
estéd sendo ativada apropriadamente a solubilizacdo dos complexos
imunes estaria prejudicada na EI. Uma provavel deficiéncia
adquirida ou congénita de componentes  ou receptores do
complemento também poderia ser uma causa para a transitéria falha

na eliminagdo dos complexos imunes na EI.

6.2 - COMPLEXOS IMUNES CIRCULANTES E ENDOCARDITE INFECCIOSA

A EI € uma enfermidade infecciosa resultante do implante
de microorganismos sobre o endocdrdio. Posteriormente a este
evento desenvolve-se pela resposta imune do organismo, com
predominio humoral, a geracdo de complexos imunes circulantes com
capacidade pré-inflamatéria. Esta "fase imundlogica’® da EI se
compara a uma enfermidade por complexos imunes que se caracteriza
por vasculite e glomeruloneifrite [Enriquez e Reyes,1984]

Inimeros estudos concluiram qﬁe a determinagdo dos CIC era
de valor diagnéstico e prognéstico em pacientes com EI, e que a
presenga de CIC estava relacionada com a presenga de algumas
manifestagdes extra-cardiacas. Alguns autores entretanto ndo
encontraram correlagdo entre os niveis de CIC, os achados
clinicos e a evolugdo clinica da EI [Pocidalo et al,1982].

No corrente trabalho verificou-se a presenca de CIC em
apenas 35% dos pacientes, uma percentagem inferior & relatada na

literatura. Petelenz (1988) e Bayer (1976) encontraram uma
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freqiiéncia de 98%, Maisch (1983) e Cabane (1979) de 84% e
Kauffman (1981) de 63%. Aqueles que encontraram uma menor
freqliéncia foram Pocidalo (1982) e Kaufmann (1981) 53%. A tabela

6 demonstra os varios trabalhos realizados dosando CIC na EI.

TABELA 6. DOSAGENS DE CIC NA ENDOCARDITE INFECCIOSA

AUTOR N PCTES TECNICA % CIC POS
CABANE 64 PEG 84%
Clg 63%
KAUFFMANN 40 CONGLUTININA 53%
BAYER 29 RAJI CELL 97%
McKENZIE(1980) 24 Clq 58%
CONGLUTININA 13%
PEG 46%
MAISCH 41 Clq 85%
POCIDALO 54 Clq 53%

As possiveis razdes para esta menor freqiéncia no
presente estudo, podem estar relacionadas ao tempo da coleta que
variou entre 1 a 17 dias apds o internamento com uma média de 4
dias, e ao método utilizado para dosagem dos CIC.

Em relagdo ao tempo médio de coleta , Bayer et al(1979)
verificaram que em 50 pacientes com EI o pico méximo de CIC pelo
método de Raji cell., desenvolveu-se dentro de 2 semanas apds a
inclusdo no trabalho, sendo que 58% deles foi positivo na amostra
inicial. No atual estudo, as coletas foram realizadas no inicio

do tratamento, além do que entre os 20 pacientes, 8 tinham pouco
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tempo de evolugdo da doenga e entre estes, 6 tiveram valores
indetectéveis de CIC. Este é um fator que pode ter colaborado
para o baixo indice de positividade de CIC nos pacientes
estudados. Entretanto a principal razdo da diferenga na
freqiiéncia dos CIC em relagdo a literatura provavelmente esteja
relacionada aos métodos empregados ©pois os resultados na
determinacdo de CIC sdo altamente influenciados pelos diferentes
métodos utilizados.

Apesar da dosagem de CIC no diagnéstico e acompanhamento de
algumas patologias ter sido considerada util por varios
autores, os métodos até agora utilizados nédo oferecem uma
completa seguranca. Por este motivo muitas controvérsias e
criticas tem sido levantadas em relagdo a utilidade diagndstica
da dosagem de CIC [Pereira et al,1980; Levinson e Goldman,1987].

As medidas de CIC dependem muito da sua formacgido e
deposigdo que pode ser influenciada por varios fatores como a
solubilidade. natureza . tamanho, quantidade de antigenos. a
resposta dos anticorpos e o estado dos sistemas envolvidos no seu
clareamento (complemento, receptores celulares tanto para os
componentes do complemento guanto para a regido Fc das
imunoglobulinas).

Os metodos de maior utilizagdo para dosagem dos mesmos sio
baseados nas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas dos CIC
independente do fator antigénico. Estes métodos tem variado na
sua especificidade, sensibilidade e aplicabilidade e nfo detectam
todos os tipos de CIC [Theofilopoulos e Dixon,1980; McDougal e
McDuffie,1985; Hoiby et al,1986].

Como existe uma variedade de agentes potencialmente

antigénicos ( desde organismos completos & pequenos peptidios), e
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como a resposta dos anticorpos pode variar de acordo com a
classe, subclasse, afinidade, além de outros fatores, as
caracteristicas dos CIC sdo extremamente variaveis. Portanto a
anidlise baseada em um modelo de CIC ndo pode ser aplicada
adequadamente a todos [Theofilopoulos e Dixon,1980; Hoiby et
al,1986]. Além disso muitos CIC circulam ligados & eritrdécitos e
ndo podem ser detectédos na maioria dos métodos empregados.

Estas consideragdes sugerem gque embora varios métodos
tenham sido desenvolvidos para a medida de CIC no sangue, &
improvavel que a fragdo determinada no soro oferega um bom perfil
dos CIC presentes na circulagdo {[Schifferli e Taylor,1989%]. A
prépria existéncia de inumeros métodos de dosagem de CIC sugere
gue nenhum, isoladamente & extremamente eficiente e que a
combinagdo de 2 ou 3 métodos seria o ideal [McDougal e
McDuiffie,1985; Hoiby ef al,1986].

Devido ao grande numero de técnicas que tem sido
desenvolvidas para andlise dos CIC discutiremos apenas agquelas
mais utilizadas nos trabalhos realizados com EI.

Bayer et al (1979) utilizaram o método de Raji cell que se
baseia na capacidade destas células (derivadas de pacientes com
linfoma de Burkit) de se ligarem a componentes do complemento
como C3 e Clq. Trata-se de um método sensivel e reprodutivel
porém tem causas de falsos positivos, pois estas células também
reagem com auto-anticorpos como anti-DNA.

Cabane e Mckenzie utilizaram a técnica de precipitacdo com
polietilenoglicol (PEG) que se baseia na propriedade do PEG em
precipitar, na concentragdo de 3.5% & 4,0%, CIC que contem IgG
sem precipitar IgG livre. Apesar de ser um método de fdcil

realizagdo pode ser afetado pela gquantidade de IgG no soro que
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em alguma quantidade pode também se precipitar. Assim a principal
desvantagem deste método é a falta de especificidade para CIC.

Deck e Kauffman utilizaram a técnica da conglutinina, que
é uma proteina normalmente encontrada no sangue de bovinos e tem
a capacidade de se ligar ao C3. Este é um método sensivel porém
s6¢ detecta CIC ligados a C3, e como o C3 tem meia vida curta,
apenas uma porgdo do C3 que ainda permanece ligada pode ser
detectada.

A grande maioria dos trabalhos realizados (Cabane, Deck,
Kaufiman, Mckenzie, Maisch e Pocidalo) utilizaram métodos
relacionados ao Clg, pela sua capacidade de ligar-se a IgG das
subclasses IgGl, IgG2 e IgG3 e IgM. Todos os testes utilizando
Clg tem a desvantagem de que podem ser afetados pela presenca de
Clg ndo complexado., e por substéncias que também podem reagir com
o Clg como DNA, heparina e endotoxinas bacterianas e proteina C
reativa que podem estar presentes no sangue. [Eisenberg et
al.,1977; Pereira et al,1980],

Nos udltimos anos tem sido desenvolvidas técnicas para
dosagem de CIC. que s&o os ensaios de captura com anticorpos que
parecem oferecer um bom potencial para uma medida mais segura dos
CIC [Levinson e Goldman.,1987]. Entre eles, destaca-se a técnica
de ELISA utilizando anticorpos monoclonais anti Clg e anti-C3 que
reconhecem especificamente alteragdes conformacionais que
ocorrem no Clg apds ligagdo ac CIC e ndo se ligam ao Clg livre
[MacDngal e MacDuffie,1985]. O uso de anti-Clgq e anti-C3
permite a verificacdo dos complexos que ativam tanto a via
cléssica quanto a alternativa e parecem ter a vantagem de ndo

reagir com outras substincias como fator reumatéide e DNA e por
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ndo ativar o complemento, diminuindo os falsos positivos.[Pereira
et al,1980; Larsson et al,1988].

Neste estudo utilizou-se dois métodos na dosagem de CIC
através de E1ISA com anticorpo policlonal anti-Clg e anti-C3 para
capturacdo de CIC fixadores de Clg e C3. Apesar destas técnicas
serem consideradas de boa aplicabilidade pela literatura
[McDOugal et al.1982] obtivemos apenas um (5%) resultado
positivo com anti Clg e 7(35%) com anti-C3.

Os resultados de Clg sdo compativeis com os achados de
Levinson e Goldman (1987) que notaram uma baixa sensilidade no
método de (CZ7g para dosagem de CIC. Nesse estudo os autores
compararam 4 métodos para dosagem de CIC, PEG-IgG, Clg-IgG, Clg
binding e Raji-cell., encontrando uma sensibilidade muito menor
com o método Clg-IgG. Uma das justificativas para esta baixa
sensibilidade seria que os sitios de Clg nos CIC sejam menos
acessiveis a captura pelo anticorpo do qué os sitios de C3.
Kilgallon et al, 1982 sugeriram que a ativacd@o dos componentes do
complemento apdés a ligagdo de Clg faz uma ponte entre o Clq e ©
CIC., interferindo na ligagdo entre a fase sdlida anti-Clq e o Clg
ligado ao complexo. Estes autores obtiveram uma sensibilidade
muito maior para a detecg¢do de CIC. utilizando anti-C3.

Como todos os pacientes apresentaram niveis elevados de
ativagdo do complemento €& de se imaginar que se uma vez os CIC
estdo presentes na EI, os mesmos sdo fixadores de complemento. A
baixa positividade de CIC dos nossos resultados entretanto pode
estar relacionada a uma baixa sensibilidade dos métodos aqui
utilizados. Além disso ndo se pode excluir a possibilidade de
gque com a utilizagdo de métodos adicionais. que se baseiam em

outras propriedades dos CIC, a positividade nos pacientes
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estudados possa ser alterada. Isto entretanto ndo foi possivel de
ser realizado pois o mesmos ndo sdo disponiveis no nosso meio.
Para podermos concluir sobre a utilidade diagnodstica das
dosagens de CIC na EI. seria interessante a realizagdo de
outros métodos adicionais em amostras seriadas, para termos um
pardmetro mais fidedigno da presenga de CIC neste grupo de
pacientes. Entretanto, apesar de todos estes fatores a analise
estatistica para a presenga de CIC nos pécientes com EI
demonstrou uma diferenga significante em relagdo aos dJrupos

controles (p=0.0069).

6.3 - CORRELA¢caO ENTRE ATIVA¢caO DO COMPLEMENTO , A PRESENcA

DE CIC A AS MANIFESTAGOES EXTRA-CARDIACAS

Varios trabalhos foram realizados relacionando as
manifestag¢des extra-cardiacas da EI e a presenga de CIC. Bayer et
al (1976) wverificaram que a presenca de arfrite(34%),
esplenomegalia{10%) glomerulonefrite(7%) em 29 pacientes com EI
estavam relacionadas com a presenga de CIC. Cabane (1979)
estudando 66 pacientes com EI verificou a presenga de CIC em 92%
dos pacientes com manifestacdes cuténeas, em 80% com artralgia e
em 78% com nefropatia. Kauffman et al (1981) demonstraram uma
correlagdo entre a presenga de manifestagéo renal e wvasculite
cuténea e as dosagens de CIC. McKenzie et al (1980) fizeram um
trabalho bastante abrangente envolvendo dosagens de CIC por trés
métodos, varias coletas., comprovagdo com estudos de bidépsia por
imunofluorescéncia e verificaram uma relagdo entre a presenca de

CIC e o comprometimento renal, misculo-esqueletico e cutaneo.
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Uma maior freqiéncia de CIC no presente estudo foi

observada nos pacientes com esplenomegalia (50%) e
comprometimento pulmonar (42%). Os pacientes com manifestagao
renal apresentaram uma positividade de 33% de CIC e com

alteragbes do S.N.C 20%.

Entre os pacientes que apresentaram mais de uma
manifestacdo extra-cardiaca. 42% apresentaram CIC positivo e os
niveis de C3d, TCC, e VC nestes pacientes mostraram-se
aumentados em relagdo ao grupo com apenas um orgao comprometido
porém a analise estatistica n&o mostrou uma diferenga
significante. Os pacientes com comprometimento pulmonar
apresentaram niveis aumentados de ativagdo do complemento sendo
os niveis de (€C3d significantemente aumentados (p=0.026) em
relacdo ao grupo sem manifestagdo pulmonar.

As manifestagdes pulmonares geralmente sdo associadas a
infecgbes do lado direito ocorrendo mais frequentemente em
individuos usudrios de drogas endovenosas. Em dependentes de
heroina a EI pode ter como manifestagdo maior o comprometimento
pulmonar [Heffner.,1979]. Entre os 7 pacientes deste estudo que
tinham comprometimento pulmonar 4 deles envolviam a valva
tricuspide.

Com relagdo & elevada ativagdo do complemento nestes
individuos, estudos tem demonstrado que o complemento tem um
papel importante na fisiopatologia da sindrome da angiustia
respiratério (SARA) do adulto [Rabinovici et al,1992] e que
pacientes sépticos com SARA tem maiores niveis de ativagdo do
complemento [Gardinali et al, 1992]. E possivel que este fato
esteja relacionado com a capacidade de produgdo dos componentes

do complemento pelas prdprias células pulmonares como pneumdcitos
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II e fibroblastos pulmonares [Rothman et al,1989], além de que
mecanismos locais possam intensificar a sua ativagéo.

Os estudos renais em pacientes com EI tem o problema de
subestimar sua incidéncia quando utilizam critérios clinicos mais
rigidos para o seu diagnéstico, como o comprometimento da funcgdo
renal, pois lesOes leves e sub-clinicas ndo sio consideradas. Por
outro lado os estudos que utilizam as alteracgdes de sedimento
urinario, tendem a superestimar esta incidéncia por abrangerem
pacientes com outros tipos de lesdes renais que nado por complexos
imunes. J& os estudos imunopatoldgicos, também apresentam
problemas, pois algumas les0Oes j& podem estar resolvidas nos
casos de bidpsias ou das necropsias [Neugarten e Baldwin,b1984].

No atual trabalho também tivemos dificuldades em definir
qual o critério a ser utilizado para a freqiéncia da leséao
renal, ja& que ndo foram realizadas bidpsias renais. Decidimos
utilizar os niveis de creatinina como um critério de
comprometimento renal, e ndo a alteracdo do sedimento urinario
pelo tfato deste ultimo teste ndo apresentar as informagdes
necessarias para comprovar o comprometimento renal. Portanto. a
incidéncia da manifestagdo renal aqui pode ter sido subestimada
por um lado por ter apenas valorizado os niveis de creatinina e
superestimado por outro, devido a possivel inclusdoc de pacientes
com provavels lesdes renais de outra etiologia como as causadas
pela antibioticoterapia.

Embora existam varias evidéncias de hipocomplementemia na
EI com comprometimento renal. no presente estudo ndo houve um
aumento estatisticamente significante da ativagdo do complemento

nos pacientes com altera¢do de creatinina.
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A presenca de CIC também foi correlacionada com
manifestagfes musculo esqueléticas, como artrite e artralgia
[Bayer et al,1976; Heffner.1979. Thomas et al,1984; Doube e
Calin,1988]. Neste &estudo apenas 2 ©pacientes apresentaram
manifestagdo musculo—esqueiética e nenhum teve CIC positivo mas
apresentaram niveis elevados de Clrs-Clinh e C3bBbP indicando
ativagdo pelas duas vias do complemento.

A esplenomegalia ocorre em 23% a 57% dos pacientes com
EI, sendo que os infartos esplénicos resultantes da embolia
arterial s8o a causa principal de esplenomegalia [Heffner,1979].
No presente estudo observamos esplenomegalia em 30% dos
pacientes, sendo que estes ndo apresentaram niveis aumentados de
ativacao do complemento em relagado ao grupo sem esta
manisfestagdo. Trés (50%) destes pacientes apresentaram CIC
positivo.

Com relagdo as manifestagbes neurdlogicas, 5 (25%)
pacientes tiveram quadro de acidente vascular cerebral embdlico,
ndo apresentando niveis aumentados de ativagdo do complemento e
de CIC, sendo estes resultados compativeis com a origem embdlica
e nao imunoldgica desta manifestagéo.

Os achados histopatoldgicos de bidpsias de nddulos de
Osler demonstrando a presenga de vasculite —necrotizante tem
levado muitos autores a considera-las também como uma complicagédo
de origem imunoldgica, Cabane et al(1%979) encontrou uma
correlagdo entre a presenga de CIC e as lesdes cuténeas. Entre os
pacientes que foram estudados., somente um apresentou lesbes de
pele representada por noédulos de Osler. o qual teve niveis

elevados de ativagdo do complemento mas CIC negativo.
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Os achados de que os pacientes que evoluiram com mais de
uma manifestagdo extra-cardiaca apresentaram niveis aumentados de
CIC, C3d. TCC e VC, em conjunto com os achados pulmonares,
indicam que estes marcadores podem estar envolvidos no mecanismo
de lesdo tecidual de outros drgaos na EI.

Pelo fato de que no presente estudo foram avaliadas apenas
uma amostra sangiiinea de cada paciente, e de que ndo foram
realizadas bidpsias de nenhum oérgdo aparentemente comprometido,
uma conclusao mals precisa sobre as manifestacgdes extra-
cardiacas e sua correlagdo temporal, com a presenga de CIC e

ativacdo do complemento fica prejudicada.

6.4 - PRESENcCA E TIPO DE AGENTE ETIOL6GICO , CIC E ATIVA¢aO DO

COMPLEMENTO.

Observou-se uma correlagdo positiva entre os casos com
hemocultura positiva., independente da bactéria identificada, e a
presenga de CIC. Entre os 11 pacientes que apresentaram
hemoculturas positivas, 7 (63.6%) tiveram CIC positivo em
comparacdo nenhum no grupo com hemoculturas negativas, teve CIC
positivo, ndo sendo possivel a andlise estatistica devido ao
pequeno numero da amostra. Este fato foi também observado por
Jayapal et al(198%9) e Maisch (1983) gque encontraram valores
positivos de CIC com maior freqliéncia nos ©pacientes com
hemoculturas positivas, corroborando com a idéia de que na EI
ocorra um estimulo antigénico continuo levando a formagdo de CIC.

Ndo observamos porém, nenhuma relagdo entre a presenga de CIC e o
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tipo de bactéria isolada, como relatado também por Kerr et al
(1986) .

Os pacientes com hemoculturas positivas apresentaram
evidéncias de ativagdo do complemento somente pela via classica,
corroborando com o conceito da ativagdo do complemento mediada
por complexos imunes na EI.

Os pacientes com EI  por Staphylococcus  aureus
(36%)apresentaram niveis aumentados de ativagdo do complemento em
relagdao ao outro grupo de bactérias. Devido ao pequeno numero da
amostra ndo foi possivel fazer a analise estatistica destes
dados.

O’Connor et al(l1978) encontrou niveis baixos de C3 em
pacientes com EI por Staphylococcus aureus sugerindo que estes
microorganismos ativassem a via alternativa do complemento. No
presente trabalho 3 dos 4 pacientes com EI por S.gureus
apresentaram niveis baixos de C3 e dois de C4 porém ndo foi
evidenciada ativagdo da via alternativa.

Estes resultados indicando uma maior ativagao do
complemento pelo $. gureus quando comparado com as outras
bactérias podem estar relacionados a diferente capacidade das
bactérias em ativar o complemento, dependendo provavelmente da

constituigdo de sua parede celular [Law e Reid,1988]

6.5 - TEMPO DE EVOLUcaO PREVIO AO INTERNAMENTO, EVOLUcdo

FAVORAVEL OU DESFAVORAVéEL , CIC E ATIVAcaO DO COMPLEMENTO
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Os estudos de Bayer (1976), Kauffman (1981) e Deck
(1988) demonstraram correlacdo entre o tempo de evolugédo
prolongada e a presenca de CIC. Cabane em 1979 entretanto,
estudando 66 pacientes com EI néo verificou relagdo entre o tempo
de evolugdo pré-internamento e a presenga de CIC, porém os
pacientes que apresentaram boa resposta terapéutica tiveram- queda
dos niveis de CIC. Este resultado também foi encontrado por Bayer
no mesmo ano em estudo experimental[Bayer et al, 1979].

No atual estudo verificou-se que os pacientes com evolugdo
superior a 4 semanas apresentaram valores aumentados de CIC.
Sendo que a presencga de CIC foi positiva em 44% dos pacientes com
mais de 4 semanas de evolugdo e em 25% dos pacientes com evolugdo
aguda.

A ativagdo do complemento por outro lado mostrou-se
aumentada no grupo com evolugdo inferior a8 4 semanas. A andlise
estatistica poréﬁ nidc -demonstrou diferencas significativas entre
0s grupos. Outros autores tem relatado um estado de
hipocomplementemia na fase 1inicial da EI [Bayer et al,1976;
Maisch et al,1984]. Estes achados podem estar relacionados com o
fato do complemento ser um reagente da fase aguda da infecgéo,
cuja agdo estd mais exacerbada na fase inicial da doenga.

Em relagdo a mortalidade, entre os 20 pacientes
estudados 6 (30%) evoluiram com ¢&bito. Os niveis médios de CIC,
C3d e VC apresentaram-se aumentados neste grupo de pacientes em
comparagéo- com O grupo gque teve boa evolugdo. A andlise
estatistica demonstrou uma diferenga significante para os valores
de C3d (p=0.01%6). Gardinali et alf{l992] estudando pacientes
sépticos também encontrou niveis superiores de ativagdo do

complemento nos individuos que foram a oébito.
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Estes resultados sugerem que o C3d pode ser um marcador
de pior prognostico na EI e corroboram com prévios estudos
[Gardinali et al.1992] que demonstraram que a ativacdo do

complemento pode estar relacionada com a gravidade da doenga.
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7 - CONCLUSGOES.

1 - Os pacientes com EI apresentaram niveis significantemente
aumentados de ativagdo do complemento em varios niveis da
cascata, quando comparados aos controles normais e valvares (C3d
p=0.000015 e p=0.000035, C3a des Arg p=0.0004 e p=0.029, TCC
p=0.0004 e p=0.0135 e Clrs-Clinh p=0.000025 e p=0.000069
respectivamente), C3d e Clrs-Clinh mostraram-se como  0sS
marcadores de maior sensibilidade na determinagdo da ativagdo do

complemento na EI.

2 - Os pacientes com EI apresentaram uma freqiiéncia
significativamente aumentada de CIC, pela técnica de ELISA anti-
C3 em relagdo aos controles normais e valvares (p=0.005 e
p=0.0069 respectivamente). Os niveis de CIC se relacionaram
inversamente com os niveis de C4, sugerindo um consumo do

complemento pela ativagdo da via cléssica na EI.

3 - Os niveis de C3d e C3a desArg apresentaram-se aumentados nos
pacientes com complicagbes pulmonares (C3d p=0.0268 e C3a desArg
p=0.0301). O fragmento C3d também apresentou-se significantemnte
aumentado no grupo de pacientes que evoluiram para oébito
(p=0.0196). Estes resultados sugerem que C3d e c3a desArg possam

ser marcadores de lesdo tecidual e gravidade da doencga na EI.

4 - Todos os pacientes apresentaram ativagdo aumentada da via

classica avaliada através do complexo Clrs-Clinh (p=0.000025),
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indicando que a ativagdo do complemento na EI ¢ mediada

essencialmente pela via cléssica.

5 - Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que os CIC
e a ativagdo do complemento desempenham um importante papel nos
mecanismos imunopatoldégicos da EI e abrem perspectivas para
novos estudos relacionados ao diagndstico, atividade, gravidade e

prognéstico da EI.



ANEXO 1 . .
Critérios da Duke University para o diagndstico de EI.

DEFINITIVO
1-Critério patoldgico
Microrganismos :demonstrados por cultura ou por analise
histologica em vegetagdo,émbolo séptico ou abscesso cardiaco
ou
LesBes patoldgicas:vegetacdo ou abscesso cardiaco confirma
por andlise histoldgica demonstrando endocardite ativa.
2-Critério clinico
Usando definigoes especificas:
A-Dois critério maiores
B-Um critério maior e trés menores
C-Cinco critérios menores

POSSIVEL .

Achados consistentes com endocardite infecciosa que ndo se
classificam nos critérios Definitivo ou Rejeitado.
REJEITADO

Diagndstico alternativo sdélido

Resolucdo do quadro com 4 dias ou menos de antibioticoterapia

Nenhuma evidéncia de endocardite infecciosa na cirurgia ou
necropsia com antibioticoterapia por quadro dias ou menos.

Quadro 2-Definigdo dos critério da Duke University para o
diagnoéstico de endocardite infecciosa.
CRITéRIOS MAIORES
Hemocultura positiva
Microrganismos tipicos para endocardite infecciosa em duas
amostras separadas:

-Streptococcus viridans,S.bovis do grupo HACEK

ou

~-Staphylococcus aureos ou enterococos comunitdrios.em

auséncia de oco primério

ou

-Hemocultura persistentemente positiva, definida como
como microrganismo compativel com endocardite infecci-
osa isolado a partir de:

—-amostras sanguineas colhidas em intervalos de 12 hs
ou

-todas de 3. ou maioria de 4 ou mais amostras sangui-
neas separadas, com intervalo de peloc menos uma hora
entre a primeira e a Ultima colheita.

Evidéncia de envolvimento endocdrdico
Ecocardiograma positivo para endocardite infecciosa:

-massa cardiaca oscilante em valva ou estruturas de su
porte. ou em trajeto de jato regurgitante.ou em mate-
rial implantado, e auséncia de explicacgdo anatbmica
alternativa.
ou

-abscesso
ou
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-nova deiscéncia parcial de prdétese

Nova regurgitagdo valvar(aumento ou modificagdo em sopro
preexisntente ndo expressivo

CRITéRIOS MENORES

Predisposigdao: condigdo cardiaca ou vicio em droga venosa
Febre: maior ou igual a 38 graus centigrados

Fenbmeno vascular:embolia em grande artéria, infarto pulmonar
séptico,aneurisma micotico,hemorragia intracraniana,hemorragia
conjuntival, lesdo de Janeway.

Fentmeno imunitdrio:glomerulonefrite.nédulo de Osler.manha de
Roth, fator reumatdide.

Evidéncia microbiologica:hemocultura positiva mas sem preencher
0s criérios maiores ou evidéncia soroldgica de infecgdo ativa com
microrganismo compativel com EI.

Ecocardiograma compativel com endocardite mas sem preencher os
critérios maiores.

Durack et al ,1994.
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ANEXO 2 - LISTA DOS PACIENTES UTILIZADOS NO ESTUDO
REGISTRO IDADE E DATA DE DATA DA COLETA
SEXO INTERNAMENTO

1266138-0 48 ANOS M 21/05,1993 28/05-1993
13429464 53 ANOS M |29/04/1994 1170571994
1285749-7 25 ANOS M 16,08,1993 237041993
1252465-0 76 ANOS M 26/03,1993 02-04,1993
0153556-0 56 ANOS F 1701/1995 25-701,1995
0348859-4 39 ANOS F 307121993 09-01,1994
652495-8 43 ANOS M 05-091993 10091993
1102965-8 27 ANOS M 06-01,1994 237011994
1222279%0-%6 29 ANOS F 22/11,1992 2271171992
1224262-0 30 ANOS M 01,12,1983 03/12/1993
1373345-7 34 ANOS M 21,01,1985 24-01,1995
0849667-6 34 ANOS M 10041994 15/04,1994
1347505-9 15 ANOS F 09051994 16/05,19%4
1272068-8 31 ANOS F 25,10-,1993 29-10-1983
1306190-4 24 ANOS M 12111993 22,11,1993
1397052-1 33 ANOS M 28,05,1995 28,05,1985
1336240-8 69 ANOS M 03051995 07,05,1995
1267519-4 39 ANOS M 25,05-1993 28-05-1993
1217957-0 29 ANOS F 03-08-1993 09081993
14075844 23 ANOS M 09-02,1995 14021995
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ANEXO 3 - Relacdo dos pacientes e Critérios Diagndsticos

PACIENTE CRITERIOS Diagnésticos

L.J.M. DOIS CRITERIOS MAIORES

M.M.M Critério PATOLOGICO

0.B UM CRITéRIO MAIOR E 3 MENORES
D.R.O DOIS Critérios MAIORES

M.A. UM CRITERIO MAIOR E 3 MENORES
J.P CRITERIO PATOLAGICO

0.8 DOIS Critérios MAIORES

A.C.M CRITERIO PATOLOGICO

J.A.A CRITERIO PATOLOGICO

L.G. DOIS Critérios MAIORES

J.B.S DOIS Critérios MAIORES

M.I.D UM CRITERIO MAIOR E 3 MENORES
M.A.0.D DOIS Critérios MAIORES

J.C.S UM CRITERIO MAIOR E 3 MENORES
L.A.A.D DOIS Critérios MAIORES

R.M. DOIS Critérios MAIORES
J.A.P.F 5 Critérios MENORES

N.L.O DOIS Critérios MAIORES

L.S.C UM CRITERIO MAIOR E 3 MENORES
J.C.L UM CRITERIO MAIOR E 3 MENORES
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