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RESUMO

A lectina ligante de manose (mannose-binding lectin, MBL) € uma molécula do
sistema imune inato envolvida na defesa primaria contra microrganismos mediando a
fagocitose e a ativagdo do complemento. Além disso, ha evidéncias crescentes que a
MBL, em alguns casos, pode exercer um papel pré-inflamatério. A cardiopatia
reumatica crénica (CRC) constitui a mais importante e mais grave manifestagdo da
febre reumatica (FR), doenga que continua a ocorrer em proporgdes endémicas em
paises em desenvolvimento, como o Brasil. Neste estudo, determinamos as
concentragdes de MBL circulantes em pacientes com CRC. Um total de 100 pacientes
(77 mulheres € 23 homens, com média de idade de 45,8t11 anos, variando de 19-76
anos) com CRC, apresentando diagndstico prévio de FR, foram estudados. Com o
objetivo de avaliar a doenga valvular, ecocardiograma transtoracico foi realizado em
todos os pacientes. Como controles foram avaliados 99 individuos saudaveis, com
idade, sexo e origem étnica semelhantes aos pacientes. As concentragdes de MBL
foram determinadas através de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), € os
niveis de C3 e de C4 por turbidimetria, uitilizando-se anticorpos monoclonais e
policlonais, respectivamente. As concentragdes de MBL foram significativamente
maiores nos pacientes com CRC do que nos controles sauddveis (média + SEM:
3036.16 + 298.9 ng/ml vs 1942.62 + 185.5 ng/ml, p<0.003). Ainda, a deficiéncia de
MBL foi mais prevalente nos controles (17/99) do que nos pacientes (9/100, p<0.09).
As concentragdes de C4 nos pacientes encontraram-se dentro dos limites da
normalidade (média + SEM: 22.7+0.8 mg/dl, normal: 10 ¢ 40 mg/dl), ¢ as de C3
encontraram-se elevadas (média + SEM: 109.2+3.6 mg/dl, normal: 50 ¢ 90 mg/dl).
Nido houve correlagdo dos valores de MBL com a é4rea valvar ou com o tipo de
procedimento cirurgico. Estes dados demonstram que as concentragdes de MBL
circulantes estdo significativamente aumentados em pacientes com CRC, sugerindo
que a MBL pode estar causando uma ativagdo de complemento indesejavel e lesdo
cardiaca nestes pacientes. Alem disso, a defici€éncia de MBL pode exercer um papel

benéfico contra o desenvolvimento da CRC.
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ABSTRACT

Mannose-binding lectin (MBL) is a molecule of the innate immune system involved in
the primary defense against microorganisms, mediating fagocytosis and complement
activation. Moroever, there are emerging evidences that, in some circumstances,
MBL may exert a proinflammatory role. Rheumatic heart disease (RHD) is the most
important and severe manifestation of rheumatic fever (RF), disease that still occurs in
endemic proportions in developing countries, such as Brazil. In this study we
determined the circulating levels of MBL in patients with RHD. A total of 100 patients
(77 women, 23 men; mean age 45.8 £ 11 years, range 19-76 years), with chronic RHD
and a previous diagnosis of RF, were studied. Transthoracic echocardiography was
performed in all patients to evaluate valvular heart disease. Ninety-nine healthy
individuals matched for age, sex and ethnic origin were included as controls. MBL
concentration was measured by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) and C3
and C4 levels by turbidimetry, using monoclonal and polyclonal antibodies,
respectively. MBL concentrations were significantly higher in patients with RHD than
in healthy subjects (mean + SEM: 3036.16 + 298.9 mg/dl vs 1942.62 + 185.5 ng/ml,
p<0.003). In addition, MBL deficiency was more prevalent in controls (17.1%, 17/99)
than in patients (9%, 9/100; p<0.09). Concentrations of C4 were within the normal

range (mean = SEM: 22.7+0.8 mg/dl, normal: 10 to 40 mg/dl), while C3 concentrations
were found to be elevated (mean * SEM: 109.2+3.6 mg/dl, normal: 50 to 90 mg/dl).

No correlation was observed between serum MBL levels and valve area or the type of
surgical procedure. These results demonstrate that circulating MBL concentrations are
significantly elevated in patients with RHD and suggest that MBL may cause
undesirable complement activation and heart injury in these patients. Furthermore,

MBL deficiency may have a benefical role in the development of RHD.

Key-words: mannose-binding lectin, rheumatic heart disease, mitral stenosis,

rheumatic fever.



1. Introducio

A cardiopatia reumatica cronica (CRC) ¢ a principal e mais grave complicagido
da febre reumatica (FR), doenga que ainda continua a ocorrer em proporgdes
endémicas nos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. A CRC se manifesta de
10 a 20 anos apods o surto inicial de FR aguda.

A patogénese da CRC ainda ndo estd completamente esclarecida. Sabe-se que
ha envolvimento tanto da imunidade humoral quanto da imunidade celular nos eventos
patologicos da CRC, assim como a participagdo do sistema complemento. Um grande
nimero de anticorpos contra componentes do tecido cardiaco ja foram demonstrados
na CRC, o que confere um carater auto-imune a doenga. Recentes evidéncias t€m
demonstrado o envolvimento de processo inflamatdrio continuo na CRC, no qual deve
haver também a participacdo do complemento.

A MBL (lectina ligante de manose) € uma molécula do sistema imune inato que
pertence a familia das colectinas. A MBL tem a capacidade de ativar o sistema
complemento numa maneira independente de Cl, além de ter propriedades de
opsonizagdo. A ativagdo do complemento via MBL € conhecida como via das lectinas.

A MBL tém um papel importante na defesa do individuo contra infec¢des
principalmente nos primeiros anos de vida, quando o sistema imunoldgico ainda ndo
se encontra totalmente desenvolvido e € ainda dependente dos anticorpos recebidos da
mde. Os pacientes deficientes de MBL podem sofrer infecgdes severas e repetidas
(SUMMERFIELD et al., 1995 € 1997). A deficiéncia da MBL ja foi colocada também
como fator de risco para algumas doengas reumdticas, entre elas o lipus eritematoso
sitemico (LES), a artrite reumatdide (AR) e a dermatomiosite; bem como fator de pior
prognodstico na AR e associada a complicagées infecciosas e tromboticas no LES
(OHLENSCHLAEGER et al., 2004).

Normalmente, a MBL néo reconhece os tecidos do proprio organismo, porém a
hipéxia celular pode alterar a glicosilagdo das superficies celulares, levando a
deposi¢do de MBL e ativagdo de complemento, fazendo com que a MBL exerga um

efeito pro-inflamatorio.



A ativagio de complemento através da via das lectinas vém sendo especulada
como fator patogénico em algumas doengas, principalmente glomerulonefrites
humanas, enfermidades nas quais o complemento exerce um papel importante.

Nosso objetivo no presente estudo foi determinar os niveis de MBL nos
pacientes portadores de CRC, buscando averiguar um possivel envolvimento da via

das lectinas nesta forma de cardiopatia de etiologia auto-imune.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

. Determinar as concentragdes séricas de MBL (lectina ligante de manose) em
pacientes portadores de cardiopatia reumatica crénica (CRC) e em um grupo de
controles saudaveis de idade, sexo, origem étnica e geografica semelhantes aos

pacientes.

2.2 Objetivos especificos
. Verificar se ha relagdo entre as concentragdes séricas de MBL e a gravidade da

doenga cardiaca, avaliada através de ecocardiograma transtoracico.
. Comparar as concentragdes séricas de MBL dos pacientes submetidos a
procedimentos cirurgicos com as concentragdes dos pacientes ndo-submetidos a

cirurgia.

° Observar se ha relagdo entre as concentragdes séricas de MBL e o tipo de

procedimento cirtirgico.

] Comparar o numero de individuos portadores de MBL circulante acima de 1000

ng/ml, entre pacientes e controles saudaveis

° Comparar o nimero de individuos deficientes de MBL (<50 ng/ml) entre

pacientes € controles sauddveis.

. Determinar as concentragSes séricas de C3 e de C4 no grupo de pacientes.

. Observar se ha correlagdo entre as concentragdes séricas de C3 e de C4 de

MBL, no grupo de pacientes.



3 Revisdo da Literatura

3.1 Febre Reumatica

A febre reumatica (FR) € uma doenga inflamatéria de carater auto-imune que se
desencadeia apds a infecgdo de orofaringe pelo estreptococo do grupo A de Lancefield
(EGA). Sua caracteristica classica andtomo-patologica € o dano as fibrilas do colageno
e a matriz do tecido conjuntivo. O processo inflamatério envolve multiplos 6rgdos:
primariamente o coragdo, as articulagdes, a pele e o sistema nervoso central. As
manifestagdes clinicas da FR seguem uma infecgdo de orofaringe pelo EGA, com um
periodo de laténcia de aproximadamente 3 semanas. A maior importincia da FR
encontra-se no fato que a mesma ¢ capaz de causar fibrose das valvulas cardiacas, com
sérios prejuizos hemodindmicos ao paciente (DAJANI, 1997).

A FR € a causa mais comum de doenga valvular adquirida em criangas e adultos
jovens em todo o mundo. Embora sua incidéncia tenha diminuido nas ultimas décadas,
principalmente nos paises desenvolvidos, a FR ainda permanece como um sério
problema de saiide nos paises em desenvolvimento (GIBOFSKY e ZABRISKIE,
2001). As razdes para as flutuagdes na incidéncia da doenga ainda ndo estdo totalmente
compreendidas e, embora a FR esteja sendo estudada extensivamente, a sua

patogénese ainda ndo estad completamente esclarecida.

3.1.1 Epidemiologia

A incidéncia da FR comegou a diminuir apds a introdug@o dos antibidticos na
pratica clinica, caindo de 250 para 100 pacientes por 100.000 habitantes de 1862 a
1962 na Dinamarca (DAJANI, 1997). A introdugdo dos antibiéticos em 1950,

rapidamente acelerou seu declinio, até que nos anos 80, neste mesmo pais, a incidéncia



variava de 0.23 a 1.88 pacientes por 100.000 habitantes, principalmente em criangas €
adolescentes (GORDIS, 1985). Em muitos paises em desenvolvimento, a incidéncia da
FR se aproxima ou excede 100 casos para 100.000 habitantes. Na América do Sul, a
incidéncia da doenca varia de 1 a 17 pacientes por 1000 habitantes (DAJANI, 1997).
ALVES MEIRA et al. (1995), em estudo realizado de margo a dezembro de 1992,
relataram 4 casos de FR entre 550 estudantes do ensino médio de escolas locais, em
Belo Horizonte (MG), estimando a prevaléncia da FR nessa cidade em 3.6/1000
habitantes. Segundo levantamento do Ministério da Saade em 1998, ocorrem no Brasil
cerca de 15 a 18 mil novos casos de FR anualmente e 6 mil novos casos de cardiopatia
reumatica, a principal complicagdo da FR. De acordo com dados do Sistema Unico de
Saude (SUS), entre 1995 e o primeiro semestre de 1996 foram realizadas no Brasil
4500 cirurgias cardiacas decorrentes da FR, com um custo anual de 19 milhoes de
reais (GONCALVES ¢ KISS, 2001). O custo de um paciente portador de FR gira em
torno de 125 délares por ano, enquanto que a antibioticoprofilaxia custa anualmente
cerca de 9 dolares por paciente. Tais indices geram um gasto anual total pelo governo
de mais de 58 milhdes de reais por ano, representando a segunda causa de aplicagdo de
recursos financeiros pelo SUS (TERRERI et al., 2002).

O declinio na incidéncia da FR e da cardiopatia reumatica nos paises
desenvolvidos tem sido atribuido a varios fatores. Além da introdug¢do da
antibioticoterapia, melhores padrGes socio-economicos, condigdes de moradia mais
adéquadas, domicilios e escolas menos populosos € um maior acesso ao atendimento
médico corroboraram para o declinio da doenga (DAJANI, 1997). O surgimento e
desaparecimento de cepas reumatogénicas do estreptococo em certas regides
geograficas também parece ter influéncia no aparecimento da FR em algumas partes -
do mundo (COLMAN et al., 1993).

As caracteristicas epidemioldgicas da faringite pelo estreptococo e da FR,
devido a relagdo intima entre as duas doengas, sdo bastante semethantes. A chance de
desenvolver FR aguda apds um ataque de orofaringite pelo EGA é de cerca de 0,3%
(WILLIAMS, 2001). Os ataques iniciais de FR geralmente ocorrem entre 6 ¢ 15 anos,
sendo raros antes dos 5 anos de idade (DAJANI, 1997). O risco para o

desenvolvimento de FR ¢ maior nas populagdes mais suscetiveis ao desenvolvimento



de faringite estreptocdcica, como aquelas que habitam em ambientes mais populosos,
tais como estabelecimentos militares ¢ aquelas em contato com criangas em idade
escolar. TORRES (2000) observaram a presenga do EGA na orofaringe de 76,9% de
1768 criancas de 16 abrigos na cidade de Curitiba/PR, sendo que a matoria delas

apresentava sintomas de vias aéreas superiores no momento da coleta.

3.1.2 Patogé€nese

A evidéncia do envolvimento do EGA como agente causador do ataque inicial e
dos ataques recorrentes de FR ¢ forte, porém indireta, sendo baseada em observagdes
clinicas, epidemiolégicas e imunolégicas (DAJANI, 1997). E bem conhecido que
epidemias de FR seguem intimamente ataques epidémicos de orofaringites ou
escarlatina. O tratamento adequado da faringite estreptococica reduz drasticamente a
incidéncia de FR subseqiiente. Além disso, antibioticoprofilaxia adequada em
pacientes com FR definida reduz os ataques recorrentes da mesma (GIBOFSKY,
KERWAR e ZABRISKIE, 1998). Os niveis séricos de anticorpos contra antigenos do
EGA (antiestreptolisina O, hialuronidase e estreptoquinase) estio aumentados em
pacientes com FR aguda, mesmo quando estes ndo se recordam do episodio de
orofaringite. Os surtos de FR aguda, por motivo ainda inexplicado, raramente ocorrem
apés infecgdes cutdneas pelo EGA (impetigo) (GIBOFSKY, 2000). De acordo com
VEASY et al. (1987), o 1solamento do EGA na orofaringe dos pacientes ocorre em
cerca de 70% dos adultos € 20% das criangas com FR. Portanto o exame negativo deve
ser avaliado cuidadosamente, a forte suspeita de FR ndo deve ser afastada pelo fato da
bactéria ndo ter sido isolada.

O EGA pode ser classificado em dois grupos, de acordo com as diferengas na
regido C da proteina M: um esta claramente associado a infecgdo orofaringea, € o
outro (com raras excegdes), pertence as cepas relacionadas ao impetigo. O tecido

linfoide faringeo se constitui num importante sitio para a iniciagdo da resposta



humoral anormal do hospedeiro a antigenos de reagdo cruzada com Orgdos-alvo

proprios.

3.1.2.1 Estreptococo do grupo A (EGA)

O estreptococo € primeiramente classificado de acordo com o tipo de hemolise
que € capaz de produzir em laboratorio. Os estreptococos do grupo alfa causam
hemolise total; os do grupo beta, hemolise parcial e os do grupo gama sdo incapazes de
causar hemolise. A classificagdo dos estreptococos do grupo beta € feita pela tipagem
do carboidrato de que € composta sua camada média e central, e estende-se de Aa V.
Apenas o estreptococo do grupo A € capaz de produzir a FR. Apesar de outros grupos
soroldgicos de estreptococos beta-hemoliticos (por exemplo: B, C, G, e F) estarem
associados a infecgdes de vias aéreas altas, nenhum deles pode causar FR. Apenas os
grupos A e G sdo capazes de produzir a proteina M em sua camada externa, sendo esta
proteina o principal antigeno bacteriano relacionado a patogénese da FR, ja que
confere resisténcia a fagocitose, aumentando a viruléncia do patégeno. As diferencas
antigénicas da proteina M, por sua vez, sdo responsaveis pela classificagdo dos EGA
(ISSELBACHER, 1994).

Muitos antigenos do estreptococo do grupo A, tanto de superficie quanto
componentes da estrutura celular, podem reagir de maneira cruzada com antigenos de
mamiferos (GIBOFSKI, 2000). A capsula do EGA composta de N-acetil-glucosamina
e 4cido glicurGnico, € estruturalmente idéntica ao 4cido hialurénico de mamiferos.
Investigagdes pioneiras de Rebecca Lancefield (figura 1) e de outros pesquisadores
estabeleceram a proteina M como o principal fator de viruléncia do EGA,
caracterizando cerca de 80 tipos soroldgicos distintos, de acordo com suas diferengas
antigénicas, sendo os tipos 1, 3, 5, 6, 14, 18, 19, 24, 27 e 29 considerados os mais
reumatogénicos (STOLLERMANN, 1990). A figura 2 representa esquematicamente
a estrutura do EGA. A proteina M (figura 3) possui uma estrutura helicoidal com uma

regido variavel no seu terminal N, responsavel pela especificidade de cada proteina M.



Esta ¢ seguida de uma regido de repeti¢do B e de um dominio C ¢ finalmente de uma
regido de ancoramento, que ¢ comum a muitos microorganismos. A proteina M
apresenta estrutura homdloga e reatividade cruzada com o citoesqueleto das proteinas
cardiacas tropomiosina € miosina, e também com outras estruturas, como a queratina,

o DNA, a laminina e a vimentina (GIBOFSKY, KERWAR e ZABRISKIE, 1998). A
imuniza¢do em camundongos com proteina M recombinante do EGA pode gerar uma
reacdo auto-imune contra vilvulas cardiacas com caracteristicas anidtomo-patologicas
semelhantes as encontradas na cardiopatia reumatica (QUINN et al., 2001). Além
disso, BAIRD et al. (1991) demonstraram que certos epitopos da proteina M do
estreptococo sdo semelhantes a antigenos da cartilagem articular e da sindvia.

O carboidrato grupo-especifico do EGA € constituido de uma cadeia de
polissacarideos consistindo de ramnose, envoltas por N-acetil-glucosamina.
ADDERSON et al. (1998) demonstraram no soro de pacientes portadores de FR
aguda titulos elevados de anticorpos, reativos principalmente contra o epitopo N-
acetil-glucosamina do EGA.

A porgdo mucopeptidica do EGA, a qual ¢ a principal estrutura de sua
sustentagdo, € composta de dcido murdmico e N-acetil-glucosamina, e quando injetada
em camundongos, induz o aparecimento de artrite (CROMARTIE et al., 1977).

Por outro lado, o papel do acido lipoteicdico, outro constituinte da estrutura do
EGA que ¢ capaz de induzir a produgdo de citocinas, ainda ndo foi estabelecido com
exatiddo na FR (DAJANI, 1997).

Ainda deve-se considerar a rea¢dio cruzada desencadeada pela membrana do
EGA com estruturas cardiacas, pois imunizagio com a mesma gera anticorpos contra o
tecido cardfaco de maneira semelhante ao observado na FR aguda (FROUDE et al.,
1989).

O quadro 1 apresenta os principais antigenos estreptocécicos de reagdo cruzada

com tecidos humanos.



FIGURA - 1 A pesquisadora inglesa REBECCA CRAIGHILL LANCEFIELD em 1980, que

originalmente descreveu e classificou os diferentes tipos de estrutura do EGA

FIGURA 2 - ESTRUTURA DO EGA
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Proteina M

Acido lipoteicéico

FONTE: adaptado de KENNETH, T.
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DA PROTEINA M DO EGA
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FONTE: adaptado de FISCHETTI, A. V.

QUADRO 1 — COMPONENTES DO EGA QUE APRESENTAM REACAO CRUZADA COM

TECIDOS HUMANOS
Antigeno Estreptocécico Tecido humano de reagiio cruzada
Membrana e parede celular Miocardio
Membranas do plasma Membrana celular miocardica
Glicoproteina e polissacarideo Valvulas cardiacas
Membrana celular Estruturas citoplasmaticas dos neur6nios do nucleo
caudado e subtaldmicos
Membrana celular Miosina cardiaca
Proteina M Miosina cardiaca e membranas sarcolemais

FONTE: adaptado de WILLIAMS, 2001.
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3.1.2.2 Genética

~AFR aguda tem uma tendéncia familiar e diferentes estudos mostram uma
concordancia definitiva, embora fraca, em gémeos monozigdticos. Associagdes entre a
FR aguda e antigenos do complexo principal de histocompatibilidade humana (MHC
ou HLA) tém sido cada vez mais descritas, sendo que a maioria delas estdo
relacionadas ao locus DR. Embora a associacdo com o HLA-DR4 seja a mais
comumente citada, outras associagdes, com DR2, DR3 e DRw53 ji foram relatadas
(CARAPETIS, CIRRIE ¢ GOOD, 1996). Na populacdo brasileira, observou-se
associagio com HLA-DR7 e HLA-DR53 (GUILHERME et al, 1991).
VISENTAINER et al. (2000), comparando a frequéncia de HLA-DR7 ¢ DR53 em 35
pacientes brasileiros com FR aguda e 209 controles, confirmaram maior frequéncia do
alelo DR7 nos pacientes (46.7% vs 25.7%, p=0.015).

Uma das associagdes mais importantes, inicialmente descrita por
PATARROYO et al. (1979), esta relacionada a antigenos de células B, presentes em
70% dos pacientes com FR. Na tentativa de confirmar estes resultados, GIBOFSKY et
al. (1985) demonstraram um marcador de células B presentes em aproximadamente
95% dos pacientes com FR. Posteriormente, KAHNNA et al (1989) desenvolveram
um anticorpo monoclonal contra o antigeno de células B, denominado D8/17, o qual
foi identificado em 100% dos pacientes com FR aguda ¢ em 14% dos controles.

Diferentes evidéncias demonstraram que o antigeno D8/17 ndo esta relacionado ao
sistema HLA (KAHNNA et al, 1989).

3.1.2.3 Imunologia

O conceito de reatividade cruzada entre antigenos do EGA e antigenos
relevantes do hospedeiro levantou a hipotese de que a imunidade humoral tinha o
papel mais importante na patogénese da FR, € em resposta a uma infec¢do de
orofaringe pelo EGA, o hospedeiro produziria certos anticorpos contra estruturas do
EGA, que reconheceriam antigenos semelhantes de certos tecidos humanos, levando

ao dano do corag¢do, articulagdes e sistema nervoso central.
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Na verdade, os mecanismos patologicos envolvidos na FR s@o resultantes ndo
s6 de uma excessiva resposta humoral, como também celular.

Anticorpos anti-EGA de reagdo cruzada com o coragdo, articulagdes € sistema
nervoso central foram demonstrados no soro de pacientes com FR aguda, bem como
depdsito de complemento e imunoglobulinas no tecido cardiaco lesado (KAPLAN,
1979). Entretanto, embora ocorra exacerba¢do da resposta imune humoral na FR
aguda, existem evidéncias de uma participagdo ativa da imumidade celular na lesdo
tectdual GUILHERME et al., 2001).

Uma pista inicial veio do fato de que os infiltrados celulares encontrados nas
valvulas cardiacas sdo predominantemente de linfocitos T e que os nédulos de Aschoff
(figura 5) lesdo caracteristica da FR cardiaca, consistem basicamente de macrofagos
(RAIZADA et al., 1983). O macrofago atuaria como uma célula apresentadora dos
determinantes antigénicos cross-reativos do EGA ao linfocito T, induzindo a ativagdo
de clones de células T auto-reativas (DOS REIS e BARCINSKI, 1980). As células B,
que seriam esperadas nos tecidos lesados, sendo raras. Outros estudos demonstram
aumento no numero de linfocitos CD4 circulantes (MORRIS et al., 1993a) ¢ nivets -
elevados de interleucina-1 e 2 (IL-1 e 1L-2) (MORRIS et al., 1993b), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) (NARIN et al., 1995), interleucina-7 ¢ 8 (IL-7 ¢ IL-8)
(KUTUKCULER ¢ NARIN, 1995) tanto na FR aguda quanto na cardiopatia reumatica
cronica. A diminuigdo de linfécitos T CD8" foi observado no surto inicial da FR
aguda. Possivelmente o mecanismo normal de supressdo da imunidade celular esta
danificado na FR, levando a uma ativag¢do descontrolada da mesma nos tecido afetados
(KOTB et al., 1989).

Uma hipotese plausivel para o desenvolvimento da FR seria a apresentagio de
antigenos do EGA por células apresentadoras de antigeno através das moléculas HLA
para linfocitos T CD4". Uma apresentagio ou reconhecimento anormais resultaria em
ativagdo ¢ proliferagdo descontrolada das células CD4+, provavelmente mediadas por
IL-2. Isso levaria a uma liberagdo de linfocinas, com ativagdo de células natural killer
(NK) e células T citotoxicas, com posterior ativagdo de macréfagos e neutrofilos. Tais
fatos erradicariam o EGA, porém com dano a estruturas do préprio hospedeiro. Os

antigenos-proprios, entdo liberados de seus refugios intracelulares, induziriam uma
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resposta imune humoral, com produgéo de anticorpos. Os anticorpos juntamente com
complemento, por sua vez, poderiam levar a mais dano tecidual. (CARAPETIS,
CURRIE e GOOD, 1996).

Outro mecanismo auto-imune implicado na FR aguda € o fato da proteina M
poder agir como um superantigeno, isto €, estimular diretamente linfocitos T sem a
necessidade de células apresentadoras de antigeno. Tal hip6tese tém sido deixada de
lado, uma vez que o potencial de superantigeno da proteina M provavelmente se deve
a contaminagdo com a toxina pirogénica do estreptococo, esta sim, comprovadamente
uma molécula superantigénica (SCHMIDT et al., 1995).

A hipotese do EGA nfo ser o unico agente causador da FR aguda ja foi
levantada por alguns autores. O virus Cocksackie, que € responsidvel por outras
doengas cardiacas, como miocardite, pericardite e insufuciéncias valvulares, ja teve
alguns de seus antigenos isolados em tecido cardiaco de pacientes com FR
(PONGPANICH et a.l., 1983). Desta maneira, esse virus tem sido implicado como co-
patégeno no desencadeamento da FR, o qual teria uma ag#o sinérgica sobre o EGA
(KOTB et al,, 1989). Por outro lado, os autores ZAHER e KASSAM (1993)

recomendam a pesquisa do virus somente nos casos onde houver auséncia do EGA.

3.1.3 Caracteristicas clinicas

A apresentacio clinica da FR aguda € bem varidvel, e a falta de alguma
caracteristica patognomonica resultou no desenvolvimento dos critérios de Jones
modificados (JAMA, 1992) que sdo usados para o estabelecimento do diagnostico
(quadro 2). Para diagnostico de FR sdo necessarios dois critérios maiores ou 1 maior e
dois menores, além da evidéncia prévia de infecgdo estreptococica. Os critérios foram
desenvolvidos para orientar o diagnostico, mas ndo devem ser sempre levados a risca.
Em certas regides geograficas, alguns critérios podem ser mais importantes que outros.
Um dilema sdo as manifestagdes que ndo podem ser classificadas claramente como
FR, devido a antibioticoprofilaxia. O caso mais comum € o de uma poliartrite, a qual

possui uma variedade ampla de diagnosticos diferenciais. Uma excecfio € a coréia, que
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devido a muito poucos diagnosticos diferenciais, possibilita o diagnostico de FR aguda

mesmo sendo uma manifestagdo isolada (TERRERI et al., 2002).

3.1.3.1 Artrite

Classicamente a artrite da FR aguda afeta vérias juntas sucessivamente, por um
periodo curto de tempo. As pernas sdo acometidas mais precocemente, seguida dos
membros superiores. O termo migratorio ¢ comumente ultilizado, mas néo significa
que a inflamagdo desaparece em uma junta e depois aparece em outra. Geralmente
ocorre alguma superposi¢do.

O envolvimento articular é mais comum e também mais grave em adolescentes
e em adultos jovens que em criangas (WILLIAMS, 2001). A artrite € frequentemente o
achado mais precoce, embora cardite indolente pode precedé-la.

Os pacientes acometidos pela FR aguda acabam por desenvolver uma poliartrite
verdadeira, acometendo de 6 a 16 juntas. Classicamente cada junta fica inflamada no
maximo por uma semana, entdo apresenta dor leve por mais uma semana e desaparece.
As radiografias nesta fase mostram apenas aumento das partes moles, ou sdo normais.

Na pratica clinica, artrites de qualquer espécie acabam por receber tratamento
antinflamatoério empirico. Desta maneira, se perde uma pista diagnéstica importante,
uma vez que a artrite melhora e ndo migra para outras juntas. Em pacientes tratados, a
artrite da FR se resume a uma ou duas juntas, mais comumente afetando joelhos e
tornozelos. Cotovelos, punhos, quadris, ombros e pequenas juntas dos pés e mios sdo
acometidos em menor propor¢do. Juntas lombossacrais, cervicais, esternoclaviculares

e témporo-mandibulares sdo raramente afetadas (GIBOFSKY e ZABRISKIE, 2001).

3.1.3.2 Cardite

O dano valvular e do miocardico na FR aguda pode se manifestar de diversas
maneiras, incluindo sopros, cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e
pericardite. A manifestacdo mais grave da cardite reumatica ¢ a insuficiéncia cardiaca
congestiva, que deve ser prontamente reconhecida e tratada agressivamente com
diuréticos, antinflamatdérios € ocasionalmente corticosterdides. As anormalidades

eletrocardiograficas incluem bloqueios de ramo de diversos graus, incluindo
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dissociagdo atrio-ventricular. Se o bloqueio de ramo estiver associado a ICC, um
implante de marcapasso temporario pode ser necessario. Na revisdo classica de
BLAND e JONES (1951) foram identificados 65% de pacientes com cardite entre
1000 pacientes com FR aguda. No trabalho prospectivo de DA SILVA (1999), 396
(50.4%) de 786 pacientes com FR aguda apresentaram cardite. VEASY et al. (1987),
ultilizando ecocardiografia, observaram 91% de cardite durante uma epidemia de FR

aguda em Utah, nos Estados Unidos.

3.1.3.3 Coréia

Também chamada coréia de Sydenham, coréia menor ou “danga de Sdo Vito”,
¢ uma manifestagdo neurolégica caracterizada por movimentos abruptos, sem-
proposito, ritmicos e involuntarios; fraqueza muscular e distarbio emocional. Os
movimentos involuntarios desaparecem com 0 sono, aparecem com O TEPOUSO €
atrapalham a coordenagdo motora. Os musculos afetados mais comumente sdo os da
face e das mdos, e inicialmente é possivel suprimir os movimentos. Caretas € sorrisos
inapropriados sdo comuns. A escrita do paciente se altera ¢ ¢ um bom indicativo de
melhora do quadro neurologico. A fala é arrastada. Os movimentos sdo mais
proeminentes em um lado do corpo e, ocasionalmente, completamente unilaterais

(hemicoréia) (GIBOFSKY e ZABRISKIE, 2001).

3.1.3.4 Nodulos subcutaneos

Os nodulos subcutaneos da FR sdo indolores e duros, com diametro variando
entre 1 ¢ 2 cm, e sdo localizados em superficies dsseas ou proeminéncias, € sobre
tenddes. A pele sobrejascente apresenta-se sem caracteristicas inflamatorias e pode ser
deslocada sobre os nodulos. O niimero varia de 1 até vanas dezenas, com média de 3 a
4, aparecendo mais comumente nos cotovelos, sobre o olécrano, raramente

ultrapassando um més. Estes nodulos aparecem praticamente apenas em pacientes com
cardite (AMIGO, MARTINEZ-LAVIN e REYES, 1993).



16

3.1.3.5 Eritema marginado

O eritema marginado é uma erup¢do evanescente, ndo-pruriginosa, rosea ou
avermelhada, afetando o tronco e as partes proximais dos membros, poupando a face.
As lesdes sdo centrifugas, e o centro apresenta melhora gradativa enquanto a lesdo se
extende. O bordo externo da lesdo € bem definido, enquanto que o centro ¢ difuso.
Pelo fato de apresentar forma de anel, recebe também a denominagdo de eritema
anular.

Duram poucas horas ¢ podem retornar. Um banho ou ducha quente podem
desencadear as lesdes. E um achado precoce na doenga e pode persistir mesmo apds a
melhora dos demais sinais e sintomas. Também € uma lesdo praticamente exclusiva de

pacientes com cardite (WILLIAM e ALTO, 1992).
3.1.3.6 Manifesta¢des menores

Dentre as manifestagdes menores, incluem-se a febre, a dor abdomnal, a
epistaxe € a pneumonia reumatica (GIBOFSK1, 2000).

A temperatura aumenta em quase todos os pacientes com FR, variando de
38.4°C a 40°C. Sem tratamento, diminui em cerca de 1 semana ¢ pode permanecer
baixa por mais 1 ou 2 semanas, desaparecendo em 3 a 4 semanas.

A dor abdominal da FR lembra outras dores causadas por inflamacdo
microvascular mesentérica, € ndo especifica, pode aparecer precocemente na doenga,
inclusive simulando apendicite aguda (GIBOFSKI, 2000).

No passado, a epistaxe aparecia como manifestagdo de FR grave, mas ¢ dificil
confirma-la como achado da doenga devido ao efeito tromboasténico do acido acetil-
salicilico, usado em altas doses em épocas passadas (GIBOFSKY e ZABRISKIE,
2001).

A pneumonia reumdtica pode aparecer no curso de uma cardite grave, sendo
dificil distingui-la de edema pulmonar ou injaria pulmonar causada por uma série de

outros processos fisiopatologicos.
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QUADRO 2 — CRITERIOS DE JONES MODIFICADOS PARA O DIAGNOSTIDO DE FR AGUDA

Critérios Maiores Critérios Menores
Cardite
Poliartrite Febre
Coréia Artralgia
Eritema marginado FR aguda prévia ou cardiopatia reumatica
Nodulos subcutineos

Achados Laboratoriais

Reagentes de fase aguda elevados

Proteina C-reativa (PCR)

Velocidade de hemossedimentagdo (VHS)
Prolongamento do intervalo P-R no eletrocardiograma
Evidéncia de infecgio estreptococica prévia

Aumento de antiestreptolisina O ou outro anticorpo estreptocdcico

Cultura de orofaringe positiva para o EGA

Escarlatina recente

FONTE: adaptado de JAMA, 1992

3.1.4 Exames complementares
3.1.4.1 Anticorpos antiestreptococicos

O diagnoéstico de FR ndo pode ser realizado por exames laboratoriais porém
esses podem ser Uteis tanto para documentar uma infecgdo prévia pelo EGA como
para estabelecer a presenga e persisténcia de um processo inflamatdrio. Radiografias
de térax podem ser uteis para avaliar o curso da cardite e o eletrocardiograma reflete
o curso do envolvimento inflamatdrio do sistema de condugio cardiaco. No momento
do aparecimento da FR, as culturas de orofaringe s@o geralmente negativas, no entanto
cultura prévia a administragdo de antibidticos € sempre valido (GIBOFSKY e
ZABRISKIE, 2001).
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Os anticorpos antiestreptococicos sdo muito uteis: atingem um pico
conjuntamente com o inicio da FR e indicam infecg¢@o verdadeira ¢ ndo um estado de
portador. Ultilizando-se a determinagdo para diferentes anticorpos, toda infecgdo
recente por estreptococo pode ser identificada. Para se detectar uma elevagdo
significativa nos titulos, os testes devem ser realizados ao ver o paciente pela primeira
vez , € apos duas semanas (DAJANI, 1997).

Os anticorpos estreptococicos mais frequentemente usados sdo aqueles dirigidos
contra produtos extracelulares do estreptococo, incluindo antiestreptolisina O (ASO),
anti-Dnase B, antihialuronidase e antiestreptoquinase. A ASO ¢€ o teste mais usado ¢
difundido no mundo, como instrumento diagndstico. Os titulos da ASO variam de
acordo com a idade, estagdo do ano e geografia, atingindo um pico nas criangas em
idade escolar. Titulos de 200 a 300 unidades Todd por ml sdo comuns em criangas
saudaveis no ensino fundamental (GIBOFSKY, 2000). Apoés uma infecgdo
estreptocécica, os titulos de ASO atingem um pico na 3° ou 4° semana, e na 2° ou 3°
semana da FR. Os titulos caem rapidamente nas semanas seguintes e lentamente,
depois de 6 meses. Como apenas 80% dos pacientes com FR apresentam elevagdo nos
titulos de ASO, em caso de forte suspeita da doenga, outros anticorpos devem ser
pesquisados, inclusive a antiestreptozima (uma combinagdo de diversos antigenos
estreptococicos) (ATTAL, SURYAWANSHI e MARATHE, 1980).

Os titulos elevados de anticorpos antiestreptococicos embasam, mas ndo
provam a existéncia da FR. Esses podem se normalizar durante o ataque e ndo tém

correlagdo com a atividade e gravidade da doenga (DAJANI, 1997).

3.1.4.2 Reagentes de fase aguda

Tanto a velocidade de hemossedimentagdo (VHS) quanto a proteina C reativa
(PCR) estdo quase que invariavelmente elevadas na FR aguda, podendo estar normais
porém, em episodios isolados de coréia e eritema marginado. Os valores séricos de
PCR e de VHS podem ser usados para monitorar a atividade inflamatoria e as recaidas

da doenga. Se os valores de ambas permanecem normais por meses apds a
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descontinuagio do tratamento, o episddio de FR pode ser considerado terminado, a ndo

ser que a coréia aparega (AMIGO, MARTINEZ-LAVIN e REYES, 1993).

3.1.4.3 Anemia

Anemia normocitica e normocromica de doenga crénica ou inflamagdo ¢

comum na FR aguda, e resolve com a melhora do processo.

3.1.4.4 Outros testes laboratoriais

Outros testes que podem ser futeis sdo os anticorpos anti-tecido cardiaco
(dirigidos contra antigenos do sarcolema) e anticorpos anti-citoesqueleto (miosina e
tropomiosina), os quais aparecem na vasta maioria dos pacientes com FR e ndo
aparecem em pacientes com infecgdes estreptocdcicas ndo-complicadas (GIBOFSKY,
2000).

O uso do anticorpo monoclonal contra o antigeno D8/17 do linfocito B também
representa um teste de ultilidade importante, uma vez que praticamente 100% dos
pacientes com FR aguda expressam tal antigeno. Quando o diagnéstico € duvidoso, a

pesquisa deste antigeno € de grande valia (KHANNA et al., 1989).

3.1.4.5 Ecocardiograma

A alta sensibilidade do ecocardiograma bidimensional mostrou a presenga de
regurgitacdo mitral e ocasionalmente adrtica em criangas saudaveis. Desta maneira, o
ecocardiograma ndo ¢ recomendado para o diagnodstico de valvulite cardiaca, na

auséncia de achados auscultatérios (FOLGER et al., 1992)

3.1.5 Tratamento

Sempre que possivel, o paciente deve ser admitido em um hospital para

observagdo e avaliagdo. O repouso € sempre considerado devido as dores articulares. A
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deambulagio deve ser permitida assim que haja melhora da febre, dor e os reagentes
de fase aguda retornem ao normal. Os pacientes devem receber um curso de
erradicagdo do estreptococo com um regime de 10 dias de penicilina ou, em caso de
alergia, eritromicina.

Caso haja insuficiéncia cardiaca, o paciente deve receber oxigénio, diuréticos,
digitalicos e dieta pobre em s6dio.Ndo ha um terapia especifica antinflamatéria para a
FR. As manobras terapéuticas visam a melhora dos sintomas constitucionais, a
melhora dos sintomas toxicos € uma melhora da fungdo cardiaca (DAJANI, 1997).

Os pacientes sem cardite ou com cardite leve respondem bem a salicilatos. Os
sintomas articulares também respondem bem aos salicilatos, melhorando em até 24
horas. Aspirina, numa dosagem de 100 mg/kg/dia em 4 a 5 tomadas diarias geralmente .
resulta em niveis séricos adequados e melhora dos sintomas.

Os pacientes com sintomas cardiacos significativos, como pericardite e ICC,
devem receber terapia com corticosteréides. O regime ultilizado varia de 1 a 2
mg/kg/dia de prednisona.

Nao ha evidéncia cientifica que o tratamento com antinflamatérios ou
corticosterdides altere o curso da cardite e reduza o dano valvular. A duragdo do
tratamento € arbitraria e baseada na melhora clinica. Os casos de cardite leve ou sem
envolvimento cardiaco sdo tratados por 30 dias, ou até que ndo haja evidéncia clinica e
laboratorial de atividade inflamatoria. Nos casos em que a ultilizagdo de corticoides €
necessdria, este deve ser mantido por 2 a 3 meses, € entdo reduzido gradualmente.
Cerca de 5% dos pacientes continuam a demonstrar atividade da doenga mesmo ap6s 6

meses de terapia (GIBOFSKY, 2000).

3.1.6 Profilaxia

A antibioticoprofilaxia deve ser iniciada tdo logo o surto agudo se resolva.
Existem dois regimes ideais: penicilina por via oral, 250 mg 2 vezes ao dia, ou
penicilina G benzatina 1.2 milhdes via intra-muscular a cada 4 semanas. LUE et al
(1986) sugerem que a administragdo da penicilina benzatina a cada 3 semanas é mais
efetiva na prevengdo de novos ataques. A duragdio da profilaxia é objeto de

controvérsia. De acordo com GIBOFSKY e ZABRISKIE (2001), caso o paciente
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tenha evidéncia de cardite, a profilaxia deve ser mantida por toda a vida. De acordo
com DAJANI (1997), a antibioticoprofilaxia deve ser mantida at¢ 10 anos apods o

ultimo surto de FR ou até os 21 anos.

3.1.7 Prognostico

As recorréncias da FR ocorrem mais comumente dentro de 2 anos apds o surto
inicial. O risco de recorréncia diminui com a idade. Cerca de 50% dos pacientes que
apresentam a FR aguda evoluem para cardiopatia reumatica cronica, especialmente se
eram portadores de cardite no surto inicial (GRIFFITHS, WELTON ¢ GERSONY,
1990).

3. 2 Cardiopatia reumatica cronica (CRC)

A cardiopatia reumatica cronica (CRC) ¢ a sequela mais grave da FR aguda,
que se manifesta clinicamente de 10 a 20 anos apos o ataque 1nicial de FR, sendo a
principal causa de valvulopatia adquirida no mundo todo. A principal valvula
acometida é a mitral, sendo que o acometimento da valvula adrtica ¢ menos frequente.
A lesfio cardiaca classica da CRC ¢ a estenose mutral (figura 4), que pode se
apresentar juntamente com insuficiéncia da valvula, secundaria a calcificagdo valvular
(BRAUNWALD, 1997). Quando os sintomas de aumento de atrio esquerdo aparecem,
corre¢do cirurgica se faz necessaria. A incidéncia da CRC em pacientes com histéria
de FR aguda varia de 30% a 50% (BLAND e JONES, 1951). A estenose mitral em
adultos ¢ quase sempre resultante de mnflamacdo pos-reumatica ¢ doenga degenerativa,
que leva a fusdo das comissuras mitrais € a0 espessamento das cordoalias tendineas
(BRAUNWALD, 1997). Em casos raros a estenose mitral pode ser secundaria a lesdes
congénitas, sindrome carcinode, lapus eritematoso sistémico (LES), artrite reumatoide

(AR) e mucopolissacaridoses.
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FIGURA 4 — LESAO DA ESTENOSE MITRAL REUMATICA

FONTE: WEILL MEDICAL COLLEGE OF CORNELL UNIVERSITY (com

permissao).

3.2.1 Patogénese

Durante o episddio agudo de FR, h4 pouco ou nenhum prejuizo hemodinamico.
O processo agudo se resolve e deixa cicatrizes nos folhetos valvares. Eventualmente,
ocorre fusdo das comissuras e espessamento do aparato sub-valvular. Episodios

repetidos de valvulite reumatica e cardite aceleram tal processo.

3.2.1.1 Resposta celular

A CRC ¢ caracterizada por um infiltrado inflamatério, no qual predominam os
linfécitos T CD4+, macrofagos, e em menor namero, linfocitos B. Os nddulos de
Aschoff (figura 5), sinal patognomoénico da doenga, sdo formados inicialmente por
aglomerados de células com predominio de mondcitos, macrofagos e neutréfilos e
mais tardiamente por linfocitos T e B (FRASER et al., 1997).

EL-DEMELLAWY et al. (1997), em um estudo in vitro, demonstraram que

linfécitos T de pacientes portadores de CRC reconhecem uma proteina miocardica de
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50 a 54 kDa, e que a exposi¢do dessas a antigenos estreptococicos aumenta a
habilidade de reconhecimento dos antigenos da proteina miocardica.

Em um estudo prospectivo, MORRIS et al. (1993) demonstraram que os
pacientes portadores de FR aguda e CRC ativa apresentam um niimero
significativamente maior de células T CD4+, células B CD22+ e relagio CD4+/CD8+,
do que pacientes portadores de CRC quiescente e de faringite estreptocdcica.

GUILHERME et al. (1995) estudaram 107 clones de células T obtidas de
fragmentos cirirgicos de tecidos cardiacos de 4 pacientes portadores de CRC. No
estudo, os autores testaram in vitro a capacidade destas células de reconhecer peptidios
sintéticos derivados da proteina M do EGA e proteinas cardiacas, e concluiram que os
clones dos quatro pacientes eram capazes de reconhecer tanto a proteina estreptocdcica
como o tecido cardiaco.

Por outro lado, YOSHINAGA et al. (1995) mostraram que linhagens de
linfécitos T derivadas de tecido valvar e linfécitos do sangue periférico de pacientes
portadores de FR sdo capazes de reconhecer antigenos da parede celular e da
membrana do estreptococo. No entanto, estes linfécitos ndo reagem cruzadamente com
a proteina M ou proteinas do citoesqueleto da bactéria.

Um outro estudo realizado também por GUILHERME et al. (2001), baseado no
achado que linfocitos T infiltrantes no tecido cardiaco de pacientes com CRC sdo
capazes de reconhecer simultaneamente segmentos da proteina M e proteinas do
coragdo, demonstrou quais regides da proteina M5 sdo reconhecidas pelos clones dos
linfécitos T. Os residuos de aminoéacidos 81-96, incluidos na regido 81-103 da proteina
MS5 foram preferencialmente reconhecidos por linfocitos T do sangue periférico dos
pacientes com CRC grave (46%), enquanto que apenas 8,6% de individuos normais
foram capazes de reconhecer esta regido. Destes pacientes, 70% eram HLA-DR7 ¢
61% HLA-DRS53, sugerindo que tais moléculas HLLA estejam preferencialmente
envolvidas no reconhecimento da proteina M5 nos pacientes com CRC grave.

Tais dados sugerem que, durante a infec¢do pelo EGA, linfécitos T previamente
sensibilizados na periferia contra antigenos bacterianos (proteina M), migram para o

tecido cardiaco e, por mecanismo de mimetismo molecular, reconhecem de forma
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cruzada proteinas cardiacas, desencadeando uma resposta inflamatéria que acaba por

lesar o tecido.

3.2.1.2 Citocinas

MILLER et al. (1989) demonstraram que as células amigdalianas de pacientes
portadores de CRC produzem concentragdes maiores de IL.-1, IL-2, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) e imunoglobulinas do que células de individuos normais. Esses
autores também demonstraram que culturas de células mononucleares sanguineas de
criangas com FR produzem mais TNF-a e IL-2 do que controles normais.

ZEDAN et al. (1992) observaram aumento significativo de IL-2 em pacientes
portadores de CRC ativa quando comparados a pacientes com CRC quiescente. No
estudo de MORRIS et al (1993b) observou-se que os niveis de IL-1 em portadores de
CRC ativa retornam ao normal em cerca de 48 semanas, ao contrario dos niveis de IL-
2, que persistiram elevados além deste periodo.

Através da andlise dos nddulos de Aschoff em diferentes estados evolutivos,
concluiu-se que a secrecdo de TNF-a e IL-1 por macrofagos € necessaria para a

agregacdo e ativagdo de linfocitos T e B, que chegam a lesdo posteriormente aos

macrofagos (FRASER et al., 1997).

FIGURA 5 — REPRESENTACAO DO NODULO DE ASCHOFF, LESAO CARACTERISTICA DA
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A figura 6 representa esquematicamente os fatores envolvidos na patogénese da

CRC.

FIGURA 6 — MECANISMOS PATOGENICOS ENVOLVIDOS NA CRC
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3. 3. Sistema complemento

3.3.1 Generalidades

O complemento € parte integrante do sistema imune inato e responsavel por um
dos principais mecanismos efetores da imunidade mediada por anticorpos. Suas
principais fungdes fisioldgicas sdo: defesa conta infecgSes bacterianas piogénicas,
ponte entre o sistema imune inato € adquirido € remocfio de imunocomplexos e células
apoptoticas (quadro 3).

O complemento foi primeiramente descrito como um componente termolabil do
soro que ‘“complementava” a atividade dos anticorpos no combate a bactérias
(ISSELBACHER, 1994). Atualmente sabe-se que o sistema complemento se constitui
de pelo menos 30 proteinas presentes no plasma ou nas superficies celulares. A
concentragcdo de proteinas do complemento no plasma ¢ de cerca de 3 g por litro e
constitui cerca de 15% da fracdo de globulinas. A nomenclatura das proteinas do
complemento segue a ordem historica de seu descobrimento, o que torna o seu
entendimento um pouco confuso (WALPORT, 2001).

A primeira via de ativagdo do complemento a ser descrita foi a via classica, que
inicia-se quando o anticorpo se liga a um antigeno na superficie celular levando a
ativacdo de C1l, e termina com a lise da célula. As proteinas desta via recebem as
denominagdes de C1 a C9. As proteinas da via alternativa, a seguinte a ser descoberta,
sdo chamados de fatores, seguidas de uma letra, por exemplo, fator B. As proteinas do
complemento nas superficies celulares podem ser receptores para o complemento
ativado ou proteinas que regulam a ativacdo do sistema (WALPORT, 2001). Os
produtos de clivagem do complemento que surgem durante a ativagdo do mesmo sdo
designados através de uma letra mintscula — por exemplo, C3 € clivado em dois
fragmentos, C3a e C3b. Normalmente o fragmento pequeno recebe o “a” € o
fragmento grande recebe o “b”, com excegdo dos fragmentos de C2. A terceira via
capaz de ativar o sistema complemento é a via das lectinas. Através da interagio da

lectina ligante de manose (MBL), com duas proteases séricas denominadas de MASP1
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e MASP2 (mannan-associated serine proteases), ha a clivagem de C3 (MASP1) e a
clivagem e ativagdo de C4 e C2 (MASP2) (figura 7).

FIGURA 7 — REPRESENTACAO DAS VIAS CLASSICA E DAS LECTINAS DE ATIVACAO DO
COMPLEMENTO
O processo de clivagem de C4, C2 e C3 leva a formagdo de C3b.
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FONTE: MEDZHITHOY e JANEWAY, 2000

As trés vias que levam a clivagem de C3 atuam como cascatas de ativagdo
enzimatica semelhante ao que ocorre com a coagulago, a fibrindlise e as cininas. O

produto final desta ativagdo leva a formag¢do do complexo de ataque a membrana
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(C5b-C9), o qual consiste de um complexo lipofilico qua atua sobre membranas

celulares, gerado a partir de vérias proteinas plasmaticas (figura 8).

QUADRO 3 — FUNCOES FISIOLOGICAS DO COMPLEMENTO

As trés principais atividades fisiologicas do sistema complemento

Atividade
Defesa contra infecgdo
Opsonizagdo

Quimiotaxia e ativagdo de leucieitos

Lise de bactérias e células
Interface entre sistema imune inato e adquirido

Amplificagdo da resposta por anticorpos

Aumento da memoria imunolégica

Remogio de debris celulares
Remogio de células apoptéticas

Remogio de imunocomplexos

Proteina do Complemento Responsavel

Fragmentos de C3 ¢ C4 (C3b, C4b), MBL
Anafilotoxinas (C5a, C3a e C4a), receptores de
anafilotoxinas em leucocitos

Complexo de ataque 3 membrana (C5b-C9)

C3b e C4b ligados a imunocomplexos e antigenos;
receptores de C3 nas células B e células
apresentadoras de antigeno

C3b e C4b ligados a imunocomplexox e a
antigenos; receptores de C3 nas células dendriticas e

foliculares

Clq, fragmentos de C3 e C4, MBL
Clgq, fragmentos de C3 e C4

FONTE: adaptado de WALPORT, 2001.

7

A deficiéncia hereditaria de componentes do complemento € um fator de

suscetibilidade a doengas, pela diminuigdo da atividade de opsonizagdo e pelo

comprometimento das propriedades liticas do mesmo (quadro 4).

Os mecanismos regulatorios do complemento sdo balanceados delicadamente,

de modo que a ativagdo do complemento seja concentrada na superficie de
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microrganismos invasores € ocorra de maneira limitada em células e tecidos normais.
Quando ha um descontrole nesses mecanismos, o sistema complemento pode causar
dano ao organismo, como o que ocorre na deficiéncia do inibidor de C1, levando ao
angioedema hereditdrio; na presenga do fato nefritico C3, auto anticorpo que
estabiliza a enzima C3 convertase C3bBb, causando glomerulonefrite
membranoproliferativa, LES e lipodistrofia parcial; € a defici€éncia do fator H,

causando também a glomerulonefrite membranoproliferativa (WALPORT, 2001).

FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS TRES VIAS DE ATIVACAO DO
COMPLEMENTO

A via classica, a via das lectinas ¢ a via alternativa. As trés vias convergem para o ponto de
clivagem de C3. A via classica € iniciada pela ligagdo do complexo C1 (que consiste de Clq, duas
moléculas de Clr ¢ duas moléculas de Cls) a complexos antigeno-anticorpo, na superficic de uma
célula bacteriana. Cls primeiramente cliva C4, que liga-se de maneira covalene a superficie
bacteriana, ¢ entdo cliva C2, levando a formacéo do complexo enzimatico C4b2a, a C3 convertase da
via classica. A via das lectinas ¢ iniciada pela unido do complexo lectina ligante de manose (MBL) e
das proteases séricas (MASP 1 ¢ MASP 2) a dominios de manose presentes nas superficies celulares
de bactérias. MASP 2 age de maneira semelhante a Cls levando 4 formagdo da C3 convertase. MASP
1 pode clivar C3 diretamente. A via alternativa é iniciada pela ligag8o covalente de pequenas
quantidades de C3b a grupos hidroxila nos carboidratos e proteinas celulares, e € ativada pela hidrélise
espontdnea de C3 no plasma. Este C3 b liga-se ao fator B, uma proteina semelhante a C2, para formar
o complexo C3bB. O fator D cliva o fator B ligado a C3b, para formar o complexo C3bBb da via
alternativa. A properdina estabiliza esta ligac80. As enzimas convertase de C3 clivam varias moléculas |
de C3 em C3b, que se ligam-se covalentemente em torno da regido de ativagdo de complemento.
Algumas moléculas de C3b unem-se a C4b e C3b nas enzimas convertases da via classica e
alternativa, respectivamente, formando as enzimas convertases de C5. Este C3b age como um sitio de
ligagdo para o CS5, que ¢ clivado para formar as anafilotoxinas C5a ¢ C5b, iniciando o complexo de
ataque 4 membrana (C5b-C9).
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FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS TRES VIAS DE ATIVACAO DO
COMPLEMENTO
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FONTE: adaptado de WALPORT, 2001.
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QUADRO 4 - EFEITOS CLINICOS DA DEFICIENCIA DE COMPONENTES DO
COMPLEMENTO

Efeitos clinicos da deficiéncia de complemento

Deficiéncia de Complemento Associacdio clinica
MBL Infecgdes graves na infincia e idade adulta
C3 InfecgBes bacterianas piogénicas

Glomerulonefrite membranoploriferativa

C3, properdina, complexo de ataque @ membrana InfecgBes por neisséria

Inibidor de C1 Angioedema

CD59 Hemdlise, trombose

Clq, Clr, Cls, C4, C2 Liapus eritematoso sistémico (LES)
Fator H e fator I Glomerulonefrite membranoprliferativa

Sindrome hemolitico-urémico

FONTE: adaptado de WALPORT, 2001

3. 3.2 Complemento e febre reumatica

O envolvimento do sistema complemento na FR ja foi objeto de alguns estudos.
Anticorpos presentes no soro de pacientes com FR contra uma proteina do -
estreptococo de 56 kDa, a qual apresenta mimetismo molecular com uma proteina de
superficie de células eucaridticas de 52 kDa, reagem com fibroblastos humanos
intactos in vitro, € sdo capazes de lisar as células em presenga de complemento
(PREHM et al., 1995). Em um estudo in vitro, demosntrou-se que anticorpos
especificos contra a contra a proteina M do estreptococo, quando em contato com a
cartilagem articular, ativam mais complemento que o soro de controles normais

(BAIRD et al., 1991). Existem evidéncias de que, tanto pacientes portadores de FR
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aguda, quanto pacientes portadores de CRC, possuem valores séricos aumentados de
imunocomplexos ¢ de produtos de ativagdo do complemento (C3d) quando
comparados com populagio controle (REDDY et al.. 1990). Ainda, deposi¢do de
complemento foi observada em amostras de necropsia de tecido cardiaco em pacientes
com cardiopatia reumética aguda (GIBOFSKY, 1998). Ha evidéncia de diminui¢do
dos componentes do complemento nas articulagdes de pacientes com FR aguda,
sugerindo ativagdo desse sistema por imunocomplexos nesse local (SVARTMAN et
al., 1975). A deposig¢do de imunocomplexos em tecidos de pacientes com FR aguda,
seguida por ativagdo do complemento, pode ser o evento incicial para a vasculite vista
nos tecidos destes pacientes, com posterior participagdo dos anticorpos auto-reativos
(GIBOFSKI e ZABRISKIE, 2001). Um papel imunogenético do complemento na
doenga foi demonstrado por de MESSIAS et al. (1995), no qual pacientes portadores
de doenga reumatica cardiaca apresentaram uma maior frequéncia do alelo raro do

componente C4, C4A*6.

3.3.3 Lectina Ligante de Manose (MBL)

3.3.3.1 Estrutura ¢ fungéo

A lectina ligante de manose (MBL) ¢ uma molécula do sistema imune inato
que pertence a familia das colectinas, caracterizada pela presenga de uma seqiiéncia
similar 4 do colageno ¢ um dominio de reconhecimento de carboidratos. E uma
molécula multimérica composta de até 6 subunidades de 96 kDa, cada uma constituida
de 3 cadeias polipeptidicas de 32 kDa, com uma estrutura tridimensional semelhante a

proteina surfactante A, a conglutinina e ao Clq (TURNER, 1996) figuras 9 ¢ 10
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FIGURA 9 — REPRESENTACAO ESTRUTURAL DA MOLECULA DE MBL

Calcio

Sitio de reconhecomento de
carboidratos (CRD)

Regido hidrofébica do pescogo

Dominio de ligagdo com receptores de
colectinas (DRC)

FONTE: WEIS e DRICKAMER.
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FIGURA 10 — REPRESENTACAO DAS CADEIAS POLIPEPTIDICAS DA MBL

FONTE: WEIS e DRICKAMER.

A MBL tem a habilidade de se ligar & uma série de agucares (manose, fucose,
glicose, N-acetil-D-glucosamina) presentes na superficie de bactérias, fungos,
protozodrios e virus, promovendo a ativagdo do complemento através de proteases
séricas (MASP — mannan-associated serine proteases — 1 e 2 ), independentemente de
C1 e de anticorpos (figura 11). A seletividade da ligagdo com carboidratos varia entre
espécies, sendo que no homem, a seletividade € maior para N-acetil-glucosamina,
seguida de manose, N-acetil-manosamina e fucose, maltose, glicose e galactose e N-
acetil-galactosamina. Ainda, a capacidade de ligagdo de MBL com bactérias
encapsuladas (N. meningitidis, H. influenzae, S. agalactiae) ¢ menor, sugerindo que
a a¢do da MBL ¢ prejudicada pela presenga de céapsula (TURNER, 1996). MASP-1 e
MASP-2 sdo estruturalmente semelhantes a Clr e Cls, respectivamente. A clivagem
de C2 e C3 ¢ efetuada por MASP-1, enquanto que a clivagem de C4 ¢é realizada
pela por¢do C-terminal de MASP-2 (THIEL et al., 1992) f igura 11. Como

conseqiiéncia desta reagdo, € formada a C5 convertase funcional e o complexo
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de ataque a membrana (figura 8). Além disso, a MBL pode mediar diretamente a
opsonizagdo e fagocitose de microrganismos através da interagdo com receptores de
colectinas na superficie de fagdcitos (VAN DE WETERING, 2003) figura 12.

A MBL parece ser um dos componentes mais versateis do sistema imunologico
inato, sendo funcionalmente semelhante a IgM, IgG e C1q (quadro 5).

A MBL, assim como o Clq, também exerce um papel na remog¢édo de células
apoptoéticas, iniciando a captacdo dessas células por macrofagos (figura 12). Tal
processo parece ser dependente de diferentes proteinas/receptores, como calreticulina

(cC1qR), C1 gR e CR1, que se ligam a regido colagenosa da MBL (TURNER, 2003).

FIGURA 11 - REPRESENTACAO DA CLIVAGEM DE C4, C3 E C2 PELO COMPLEXO MBL-
MASP

FONTE: DOMINIC, 2001.



QUADRO 5 - SEMELHANCAS FUNCIONAIS DA MBL
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Func¢des semelhantes 4 IgM

Liga-se a um amplo namero de substratos através de multiplos dominios para reconhecimento de
carboidratos (CRD)
Cada CRD liga-se fracamente

Atinge uma afinidade funcional alta através de multiplos CRD

Fungdes semelhantes a IgG/IgA

Atua diretamente como uma opsonina, cobrindo as superficies dos microrganismos ricas em
acucares

Interage com um ou mais receptores de colectinas

Fungdes semelhantes a Clq

Interage com proteases séricas (MASP1 E 2)
Inicia a ativagdo da via classica do complemento
Os complexos MBL-MASP se associam a proteases séricas inibitérias (p. ex.: a-2 macroglobulina,

inibidor da Cl-esterase)

FONTE: adaptado de TURNER, 1996.



FIGURA 12 - REPRESENTACAO DAS FUNCOES DA MBL
Em (a) estd representada a ativagdo de complemento através da interagdo com os receptores de
colectinas presentes nas superficies dos fagocitos. Em (b) esta representada a fungdo de auxilio na

remogdo de células apoptéticas.

MO Turner ! Moleardor Jwmnology 30 (20N03) 423-429

D C4b2a
b (C3 convertase)

(b) ' ~ Mononuclear Phagocyte

CD91

T-cell / PMN

FONTE: TURNER, 2003

3.3.3.2 Concentragdo sérica e genética



O gene MBL esta localizado no brago longo do cromossoma 10 e contém
quatro éxons. O éxon 1 codifica uma regido de colageno rica em cisteina e parte da
regido rica em glicina, o éxon 2 codifica para o resto da regido de colageno, o éxon 3
codifica para a regido do pescogo da molécula, e o éxon 4 codifica para a regido de

ligagdo ao carboidrato (figura 13).

FIGURA 13 - CARACTERISTICAS DO GENE DA MBL

vpe the exons
present in the contig : W7 0
DNA size 6.32Kb

3 of Genbankin reverse/complement - variant: 1
ize 3568bp CDSsizeObp 4 exons
R}

)
27030016 i g . 27036335

4

B,C,D

FONTE: GENATLAS: GENE DATABASE, 2004

A concentragdo sérica normal de MBL em caucasianos saudaveis varia de 800-
1000 ng/ml porém, estes valores podem variar amplamente na populagdo devido a
mutagdes pontuais no €xon 1 e ao polimorfismo da regido promotora do gene MBL. O
alelo normal do éxon 1 é chamado de A. Individuos homozigdticos para o alelo A
(AA) possuem concentr¢des 6 a § vezes maiores de MBL circulante que individuos
heterozigdticos para o mesmo alelo (A/0, sendo que 0 pode ser B, C ou D). O alelo B
representa uma mutagdo pontual no cddon 54 (gly por asp), o alelo C, uma mutacédo no
cddon 57 (gly por glu) e o alelo D, uma mutagdo no codon 52 (arg por cys). Afetam
ainda a concentragdo sérica da MBL o polimorfismo da regido promotora do gene da
MBL. Na regido —550 sdo encontrados os alelos H e L, e na regido —221, os alelos Y e
X. Concentragdes altas de MBL sdo relacionadas ao genétipo HY, e as demais
combinagdes levam a valores séricos menores da proteina (TURNER, 1996). Na

figura 14 pode-se observar a variagdo das concentragdes séricas de MBL de acordo
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com o gendtipo. Individuos com valores séricos de MBL abaixo de 50 a 100 ng/ml sdo

considerados deficientes.

FIGURA 14 - CONCENTRACOES SERICAS DE MBL DE ACORDO COM O GENOTIPO.
Os espagos cheios representam a distancia interquartis, e as barras representam a variagio do 10° ao

90° percentis
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FONTE: GARRED et al., 1996

A deficiéncia de MBL ¢ a imunodeficiéncia mais comumente observada,
atingindo até 30% da populagdo geral (TURNER, 1996), ¢ esta associada a infecgdes
graves na infancia (SUMMERFIELD et al 1997) e na fase adulta (SUMMERFIELD et
al., 1995). Por outro lado, ha também evidéncia que a deficiéncia de MBL, em
algumas circunstancias, pode ser vantajosa, devido a uma menor indugdo de secregdo
de citocinas por macrofagos (TAKAHASHI et al., 2002). Além disso, alguns autores
sugerem que a deficiéncia de MBL pode ser também vantajosa nas doengas infecciosas
por microrganismos intracelulars, como o Mycobacterium leprae, devido a uma menor
opsonizagdo e fagocitose do patogeno (GARRED et al., 1994).

Recentes evidéncias tém demonstrado que concentragdes significativamente

elevadas de MBL podem causar excessiva ativagdo de complemento, com lesdo
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tecidual subseqiiente, devido a ligagdo de MBL ao endotélio, principalmente em
situagdes de estresse oxidativo (JORDAN. MONTALTO e STHAL, 2003).
Portanto, o efeito pro-inflamatorio da MBL ¢ uma fato que fo1 considerado

apenas recentemente.
3.3.3.3 Associagdo de MBL com doengas

Tanto os valores séricos de MBL, quanto o estudo do polimorfismo que
determina tais valores, tém sido objeto de recentes estudos. A defici€ncia de MBL ja
foi associada a presen¢a de numerosas doengas, inclusive reumaticas (GRAUDAL,
2000), bem como se mostrou fator protetor em outras (TAKAHASHI et al., 2002).

| Concentrages baixas da proteina devido a mutagdes no coédon 54 e o
polimorfismo na regido promotora relacionados a produgédo de concentragdes baixas de
MBL foram significativamente mais frequentes em uma populagdo chinesa de
pacientes com AR quando comparados com controles normais (IP et al., 2000).
Concentragdes séricas diminuidas de MBL também estdo associados a um pior
prognostico na AR, possivelmente devido a agdo moduladora que essa proteina exerce
sobre a secregdo de TNF-a, molécula central na patogénese da AR (GRAUDAL,
2000).

Observou-se também que concentragdes baixas de MBL estdo associadas a
dermatomiosite do adulto, provavelmente devido a uma menor remogdo de
queratinocitos apoptoticos (WERTH et al., 2002).

Os genoétipos relacionados a uma menor produgdo de MBL também foram
relacionados ao desenvolvimento de LES, provavelmente associados a remogdo
deficiente de imunocomplexos (DAVIES et al., 1995; VILLARREAL et al., 2001) e a
uma maior suscetibilidade a infecgGes nesses pacientes (GARRED et al, 1999a).
Recentemente, demonstrou-se que complicagdes tromboticas nesta doenga estdo
associadas a genodtipos mutantes homozigoéticos desta proteina (OHLENSCHLAEGER
et al., 2004)

Segundo GARRED et al. (1992), a dele¢do dos mecanismos imunoldgicos

relacionados a MBL, particularmente a ativagdo de complemento, reduz
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significativamente a lesdo proveniente da liberagdo de mediadores inflamatorios.
Ainda, os autores sugerem que genotipos associados a concentragdes s€ricas menores
de MBL conferem protegdo contra patogenos intracelulares, cuja opsonizagdo seria
dificultada pelo déficit da proteina.

Por outro lado, achados recentes tém também demonstrado a participagdo da
proteina na patogénese de algumas morbidades. Diferentes autores encontraram
depodsitos de MBL provavelmente implicados na patog€nese das manifestagdes renais
da purpura de Henoch-Schonlein (ENDO et al., 2000), na nefropatia por IgA (ENDO
et al., 1998), em outras formas de glomerulonefrites humanas (LHOTTA, WURZNER
e KONIG, 1999) e nas complicages vasculares do diabetes mellitus (DM) do tipo 1
(HANSEN et al., 2003).
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4 Materiais e Métodos
4.1 Pacientes

Foram selecionados 100 pacientes portadores de estenose mitral reumatica em
acompanhamento no ambulatério de Cardiologia do HC-UFPR. Foram incluidos no
estudo 23 pacientes do sexo masculino, 77 do sexo feminino, com média de idade de
45,8+11 anos (19-76 anos). As caracteristicas demograficas dos pacientes podem ser
observadas na tabela 1 e nas figuras 15 e 16.

Todos os pacientes tinham histéria clinica compativel com FR e
ecocardiograma transtoracico comprovando o comprometimento reumatico da valvula
mitral.

Foram excluidos do estudo pacientes portadores FR ativa e de infecgéo e
pacientes com histéria moérbida pregressa positiva para neoplasias, endocardite
infecciosa e outras doencas inflamatorias, condiges que poderiam alterar as medidas
de MBL.

Entre os pacientes investigados, 28 ndo foram submetidos a nenhum
procedimento cirirgico na valvula e 72 sofreram alguma intervencdo operatéria. As
seguintes intervengdes operatdrias foram realizadas: 8 trocas por valvula metalica; 14
valvuloplastias por baléio; 24 trocas por valvula biolégica e 26 comissurotomias.

No grupo de pacientes ndo-operados, 14 eram portadores de estenose mitral
leve, 11 de moderada e 3 de severa (tabela 2). No grupo de pacientes operados, 17
tinham a area valvular normal, 35 tinham estenose mitral leve, 16 moderada e 4 severa
(tabela 2). A gravidade da estenose mitral, tanto dos pacientes operados quanto dos
pacientes ndo-operados, esta representada na figura 17. A area valvar média no sub-
grupo de pacientes ndo-operados foi de 1.59 + 0.5 cm® e no sub-grupo de pacientes
operados de 1.93 £ 0.6 cm’ (tabela 2).

As caracteristicas clinicas e demograficas dos sub-grupos de pacientes

submetidos € ndo-submetidos a procedimento cirirgico podem ser vistas na tabela 2.
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TABELA 1 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES PORTADORES DE
CRC E DOS CONTROLES SAUDAVEIS

Pacientes Controles
(m=100) (n=99)

Idade (anos)

média = SD 458+ 11 44,7 £ 12

limites 19-76 19-78
Sexo
M 23 28
F 77 71
Origem étnica
Caucasianos 82 79
Mulatos 12 15
Negros 5 3
Indios 1 1
Orientais 0 1

FIGURA 15 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM CRC E DOS CONTROLES SAUDAVEIS

DE ACORDO COM O SEXO.

Distribuigcdo dos Pacientes com CRC e Controles de
Acordo com o0 Sexo
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M pacientes (n=100)
[ controles (n=99)
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FIGURA 16 — DISTRIBUICAO DA IDADE DOS PACIENTES E CONTROLES NORMAIS (anos)
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES
SUMBETIDOS OU NAO A CIRURGIA

Nio-submetidos a

Submetidos a

cirurgia (n=28) cirurgia p
(n=72)
Idade (anos) 45,5+10 45,9+12 ns
Sexo
Feminino 20 57 ns
Masculino 8 15 ns
Origem étnica
Caucasianos 21 61 ns
Mulato 6 6 ns
Negro 1 4 ns
indio 0 0 ns
Oriental 0 1 ns
Area valvar média
(cm’) 1.59+ 0.5 1.93+0.6 0.012
Gravidade da estenose
mitral
Normal 0 17
Leve 14 35
Moderada 11 16
Severa 3 4

ns = ndo-significativo
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FIGURA 17 - GRAVIDADE DA ESTENOSE MITRAL NO GRUPO DE PACIENTES COM CRC

SUBMETIDOS OU NAO A CIRURGIA, AVALIADA ATRAVES DE
ECOCARDIOGRAMA TRANSTORACICO
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Quanto a origem étnica, entre os 100 pacientes estudados, 82% foram de origem

caucasoide, 12% mulatos, 5% negros e 1% de origem indigena (figura 18).
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FIGURA 18 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM CRC E CONTROLES NORMAIS

POR ORIGEM ETNICA
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4.2 Controles

Como grupo controle, foram selecionados 99 voluntarios saudaveis, com idade,

sexo e origem étnica e geografica semelhantes aos pacientes (tabela 1). A média de

idade entre os controles foi de 44,7 + 12 anos (19-78). Dentre eles, 28 eram do sexo

masculino € 71 do sexo feminino. A origem étnica caucasoide foi observada em 79%

dos individuos, seguida de 15% de mulatos, 3% de negros, 1% de indios ¢ 1% de

orientais.

Tanto os pacientes quanto os controles assinaram um termo de compromisso

livre e esclarecido de participagdo no estudo. O projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC/UFPR.
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4.3 Soro

Foram coletadas amostras de 10 ml de sangue venoso sem anticoagulante de
cada paciente e controle, as quais foram centifugadas a 2000 r.p.m. por 15 minutos €
tiveram o soro separado e aliquotado em frascos de Ependorff com capacidade de 0.5
ml cada. As aliquotas foram armazenadas a —70°C, at¢ o dia das determinagOes

laboratoriais.
4.4 MBL

A avaliagdo da concentragdo sérica da MBL foi realizada através de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), ultilizando-se kits comerciais (Staten Serum
Institute, Dinamarca). Foram considerados como normais os valores de MBL acima de
1000 ng/ml. Os individuos com valores de MBL sérica abaixo de 50 ng/ml foram
considerados deficientes.

O ensaio de ELISA foi realizado em micro placas adsorvidas com anticorpo
monoclonal dirigido contra o dominio de carboidratos da MBL. O ensaio se
desenvolveu em quatro etapas (figuras 19 e 20):

Passo 1: As aliquotas dos calibradores e as amostras diluidas de soro dos pacientes ¢
dos controles (em uma propor¢do de 1/100 com a solugdo de dilui¢do) foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. A MBL presente na solugdo se liga aos
anticorpos monoclonais anti-MBL, e o material restante foi removido por lavagem
com uma solug@o propria, por 3 vezes.

Passo 2: Anticorpo monoclonal biotinilado anti-MBL € acrescido a reagdo e incubado
por 1 hora a temperatura ambiente. Esse anticorpo de detecgdo se liga aos oligdbmeros
de MBL através do sitio de ligagdo com carboidratos que nd3o estdo sendo ultilizados
na ligagdo com o anticorpo primario. Os anticorpos ndo ligados foram removidos por

lavagem, da mesma maneira que no passo anterior.
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Passo 3: 100 pL de estreptavidina conjugada com HRP (horseradish peroxidase) foi
acrescentada a placa formando um complexo com o anticorpo biotinilado. O
conjugado ndo-ligado foi removido por lavagem.

Passo 4: Como substdncia cromoégena ultilizou-se tetrametilbenzidina (TMB). A
estreptavidina reage com o substrato, gerando um produto colorido.

A reagdo enzimatica foi bloqueada quimicamente com 50 pL. de uma solugdo de
bloqueio por 30 minutos e a intensidade de cor foi aferida em um leitor de ELISA a
450 nm. A densidade Optica € proporcional a concentragdo de formas oligoméricas de
MBL presentes na reacdo. Os resultados dos calibradores foram ultilizados para se

construir uma curva, através da qual os valores séricos de MBL foram determinados.

FIGURA 19 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO ENSAIO DE ELISA PARA A
DETERMINACAO SERICA DA CONCENTRACAO DE MBL

Solucdo de parada (30 minutos) ——» Leitor de ELISA & 450 nm

?

TMB (15 minutos) Passo 4

!

Estreptavidina-HRP (1 h) Passo 3

T

Anticorpo biotinilado contra MBL (1 h) Passo 2

D> Soro
,& . y 1 h Passo1
| g Anticorpos monoclonais contra
a MBL
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FIGURA 20 — PLACA DE ELISA PARA DETERMINACAO DE MBL SERICA
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4.5 Determinaciao das concentragdes séricas de C3 e C4

A concentracgdo sérica de C3 e de C4 foi determinada em 80 pacientes, através
de imunoturbidimetria, ultilizando-se kits comerciais (Dade Behring, Alemanha),
considerado-se como valores normais de C3 os situados entre 50 e 90 mg/dl e de C4

entre 10 e 40 mg/dl.
4.6 Analise estatistica

Todos os dados foram testados quanto ao padrdo de distribui¢do (normal ou
ndo). As diferengas estatisticas entre os grupos foram determinadas ultilizando-se o
teste ¢ de Student bi-caudal e o teste de Kruskal-Wallis. Para determinacdo das
correlagdes foram ultilizados os coeficientes de correlagdo de Pearson e Spearman.
Para diferengas entre valores encontrados e esperados foi ultilizado o teste do qui-
quadrado com corre¢do de Yares. Os resultados estdo apresentados como média *
SEM (erro-padrdao da média). Toda a anélise estatistica foi realizada com o programa
Statistica for Windows versdo 99. As diferengas foram consideradas significativas

quando p<0.05.
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5 Resultados

5.1 Concentracao sérica de MBL

As concentragdes circulantes de MBL encontraram-se significativamente
elevadas nos pacientes quando comparadas com os controles (3036.16 £ 298.9 SEM vs
1942.62 + 185.5 SEM ng/ml; p<0.003). Entre os pacientes, as concentragdes de MBL
variaram de 0 até¢ 14.000 ng/ml, e entre os controles as concentra¢des variaram de 0 a

6.200 ng/ml.

A distribui¢do da concentragdo sérica de MBL nos pacientes com CRC e

controles normais pode ser observada nas figuras 21 e 22.

FIGURA 21 — DISTRIBUICAO DOS VALORES DA CONCENTRACAO SERICA DE MBL EM
PACIENTES COM CRC E CONTROLES NORMAIS
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FIGURA 22 — DISTRIBUICAO DAS CONCENTRACOES SERICAS MEDIAS DE MBL (ng/ml)
EM PACIENTES COM CRC E CONTROLES NORMAIS
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Os valores de MBL sérica observados ndo diferiram quanto ao sexo tanto nos
pacientes quanto nos controles. Entre os pacientes, a concentragdo média de MBL no
grupo do sexo masculino foi de 3819.56 = 555.9 ng/ml ¢ no grupo do sexo feminino
foi de 2799.0 + 348.5 ng/ml (p<0.13) figura 23.

Entre os controles, a concentragdo média de MBL no grupo do sexo masculino
foi de 2390.35 + 403.5 ng/ml, e no grupo do sexo feminino foi de 1766.05 + 202.1
ng/ml (p<0.18) figura 23.

Nio houve diferenga também nas concentra¢gdes de MBL em relagdo a origem
étnica, tanto do grupo de pacientes como do grupo de controles (p<0.81 no grupo de
pacientes e p<0.83 no grupo dos controles).

A concentracdo sérica de MBL foi indetectavel em 9% dos pacientes € em
17.1% dos controles (p<0.09) e estes foram portanto considerados como deficientes

de MBL. Dos 9 pacientes deficientes de MBL, todos pertenciam ao sexo feminino
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(p<0.071). Entre os controles deficientes de MBL, 6 eram do sexo masculino, e 11
pertenciam ao sexo feminino (p<0.48).

Valores de MBL acima de 1000 ng/ml compativeis com gendtipos YA/YA e
YA/XA foram observados em 71.0% dos pacientes ¢ em 55.5% dos controles
(p<0.035) (figura 24).

Nao houve diferenca significativa entre os valores de MBL dos pacientes
operados e ndo-operados (2944.2 + 185.5 SEM vs 3269.2 £ 298.0 SEM; p<0.66),
como pode ser observado na tabela 3. Porém os valores de MBL foram mais elevados
tanto no sub-grupo de pacientes ndo-operados (p<0.007) quanto no grupo de pacientes

operados (p<0.005) quando comparados estes sub-grupos com os controles normais.

FIGURA 23 — CONCENTRACOES SERICAS DE MBL DE ACORDO COM O SEXO DOS
PACIENTES COM CRC E DOS CONTROLES NORMAIS
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FIGURA 24 — PROPORCAO DE INDIVIDUOS COM VALORES DE MBL CIRCULANTE <50
ng/ml (p<0.09) E >1000 ng/ml (p<0.03)
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A distribuicdo da MBL circulante foi avaliada quanto a gravidade do
acometimento valvar nos pacientes ndo-operados, avaliada ecocardiograficamente. Os
resultados demonstraram que ndo houve correlagdo entre as concentragcdes de MBL e a
area valvar (r=0.27, p<0.17) e a idade (= -0.19; p<0.3) no grupo de pacientes nao-

operados (figuras 25 ¢ 26).

TABELA 3 — CONCENTRAGCOES DE MBL, C3 E C4 CIRCULANTES NOS PACIENTES COM
CRC SUBMETIDOS OU NAO A TRATAMENTO CIRURGICO (valores expressos em

média + SEM)
Nao-submetidos a Submetidos a cirurgia
cirurgia (n=28) (n=72) p
MBL (ng/dl) 3269.28 £ 298.0 294422 + 185.5 0.66
C3 97.4 £4.2 (n=22) 113.6 £ 4.5 (n=58) 0.044
C4 20.7 £ 0.8 (n=22) 23.5 £ 1.0 (n=58) 0.16
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FIGURA 25 - CORRELACAO ENTRE OS VALORES DE MBL CIRCULANTE E A IDADE DOS
PACIENTES COM CRC NAO-OPERADOS
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FIGURA 26 — CORRELAGCAO ENTRE OS VALORES DE MBL E AREA VALVAR DOS
PACIENTES COM CRC NAO-OPERADOS
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Com relagdo ao tipo de cirurgia, observou-se que ndo houve diferenga
estatisticamente significante dos valores de MBL entre os pacientes submetidos a
comissurotomia ou valvuloplastia por baldao (3321.5 £ 529.4.0 ng/ml, n=38) ¢ os

pacientes submetidos a troca valvar (2451.4 + 339.1 ng/ml; n=34; p<0.29).

5.2 Concentragdes séricas de C3 e de C4.

Observou-se um aumento na concentragdo média de C3 nos pacientes avaliados:
109.2 = 3.6 mg/dl (n=80). Os valores de C3 variaram de 50.3 a 198.0 mg/dl.
Observou-se também que as concentragdes séricas de C3 foram significantemente
maiores nos pacientes operados (n=58) do que nos pacientes ndo-operados (h=22)
(113.6 £ 4.5 vs 97.4 £ 4.2 mg/dl; p<0.04).

A concentragdo sérica média de C4 observada nos pacientes ficou dentro dos
limites normais: 22.7 £ 0.8 mg/dl (n=80). Os valores de C4 variaram de 6.8 a 45.4
mg/dl. Ndo houve diferenga estatistica dos valores de C4 entre os pacientes ndo-
submetidos a algum procedimento cirurgico € os operados (20.7 £ 0.8 vs 235t 1.0
mg/dl, p<0.18) tabela 3.

Observou-se correlagdo positiva entre os valores de C3 e C4 observados nos
pacientes (r=0.27; p<0.012) figura 27. Porém nio houve correlagdo entre os valores de
C3 e MBL (r= -0.17; p<0.23) figura 28, nem entre os valores de C4 ¢ MBL (= -
0.008; p<0.16) figura 29.
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FIGURA 27 — CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE C3 E DE C4 NOS
PACIENTES COM CRC
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FIGURA 28 - CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRAGCOES DE C3 E DE MBL NOS
PACIENTES COM CRC
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FIGURA 29 — CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE C4 E DE MBL NOS
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6 Discussao

A determinagio da concentragdo de MBL circulante nos pacientes portadores de
CRC revelou valores significativamente maiores da proteina quando comparados aos
controles saudaveis ultilizados no estudo.

A MBL recentemente ganhou reconhecimento como um fator importante na
imunidade inata do individuo. Enquanto que a associagdo da deficiéncia de MBL ja foi
relatada em uma variedade de doengas de carater auto-imune ¢ infecciosas (DAVIES
et al., 1995, GRAUDAL, 1998, VILLARREAL et al., 2001, WERTH et al., 2002), a
associagdo de valores circulantes elevados da proteina com doengas so foi descrita
recentemente (GRAUDAL, 1998, COLLARD et al., 2000, HANSEN et al., 2003).

A deficiéncia de MBL é comum, atingindo de 5 a 30% das pessoas, em
diferentes populagdes. A mutagdo do gene da MBL mais freqiiente em caucasoides
ocorre no codon 54, numa freqiiéncia que varia de 11 a 16% (TURNER, 1996). Em
alguns individuos a deficiéncia de MBL parece ndo trazer problemas, porém em
outros, a deficiéncia da mesma leva a uma suscetibilidade maior a infecgdes
recorrentes severas (SUMMERFIELD et al., 1995). O papel da MBL na defesa contra
infecgdes parece ser mais importante nos primeiros anos de vida, quando o sistema
imunolégico do individuo ainda ndo se encontra plenamente desenvolvido. Em
criangas, as concentragdes de MBL podem vanar de 500 ng/ml, quando ainda
encontram-se em vida intra-uterina, na 25°. semana de gestagdo; a 1780 ng/ml, na
vigésima semana de vida pos-termo (TURNER, 1996).

DAVIES et al. (1995) compararam a frequéncia da mutagdo no cédon 54 do
gene da MBL, responsavel por concentragdes séricas menores da proteinas, entre 42
pacientes portadores de LES e 41 controles saudaveis € encontraram uma fregiiéncia
maior desta mutagdo no grupo de pacientes (p=0.08). Também estudando pacientes
portadores de LES, VILLARREAL et al. (2001) encontraram uma frequéncia também
maior desta mesma mutacdo no grupo de pacientes, quando compararam 125

portadores de LES com o mesmo namero de controles saudaveis (p=0.007).
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GRAUDAL (1998), em um estudo longitudinal de pacientes dinamarqueses
portadores de AR, observaram que mais pacientes (11%) que controles saudaveis
(3%), tinham concentragdes séricas de MBL indetectaveis, € que as concentragdes
baixas de MBL esdo associadas com pior progndstico nesta doenga.

Como a MBL ¢ uma molécula capaz de ativar complemento e a ativagdo
excessiva do mesmo pode levar a danos ao individuo, a participagdo da MBL como
fator patogénico tem sido investigada em algumas doengas.

Recentemente, concentragdes séricas elevadas de MBL foram associadas a
patogénese de alguma doengas, como o diabetes mellitus (HANSEN et al., 2003) ¢ a
injuria pos-reperfusdo (COLLARD et al., 2000).

Uma vez que pacientes renais cronicos sdo propensos ao desenvolvimento de
doengas infecciosas e complica¢des aterosclerdticas e que a ativagdo de complemento
esta envolvida na aterogénese, SATOMURA (2002) avaliaram a concentrag@o sérica
de MBL em pacientes renais cronicos em tratamento-pré-dialitico, tratamento dialitico
e controles saudaveis. Os autores encontraram concentragdes aumentadas da proteina
em ambos os grupos de pacientes, notadamente naqueles em tratamento dialitico,
quando comparados com os controles saudaveis. Esses resultados sugerem o
envolvimento da MBL nas complicagdes aterogénicas da insuficiéncia renal cronica.

LHOTTA, WURZNER e KONIG (1999) demonstraram deposigdo glomerular
de MBL em pacientes portadores de glomerulonefrites. Os autores encontraram
depositos de MBL em pacientes portadores de nefropatia lapica (15 de 16 pacientes),
nefropatia membranosa (10 de 15), glomerulonefrite membranoproliferativa do tipo |
(5 de 6) ¢ nefnite anti- membrana basal (2 de 4). O depésito de MBL foi semelhante
ao de imunoglobulinas, Clq, C3 e do complexo terminal do complemento. Através
desses dados, os autores concluiram que a MBL se liga a estruturas do glomérulo
através de seu sitio de ligagdo a carboidratos, levando a clivagem de C2 e de C4
através das serina-proteases MASP-1 ¢ MASP-2. Assim, a via das lectinas estaria
envolvida no mecanismo de lesdo glomerular vista nestes pacientes.

ENDO et al, (1998), observaram em 11 de 45 pacientes portadores de
nefropatia por IgA (24,4%) o deposito glomerular do complexo de MBL/MASP-1,

associado a C3b, C3c e C5b-9, demonstrando ativagdo local de complemento. Como
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controles foram ultilizados 35 pacientes portadores de outros tipos de
glomerulonefrites, sendo que a deposi¢do do complexo MBL-MASP-1 foi observado
em apenas um deles. Tais dados colocam a via das lectinas também como fator
patogénico para o desenvolvimento deste sub-grupo de glomerulonefrite. Diversos
antigenos virais (citomegalovirus, virus Epstein-Baar, adenovirus, herpes simples,
virus da hepatite B) e bacterianos (Haemophillus parainfluenzae, Escherichia coli)
tém sido propostos como desencadeantes dos depésitos mesangiais de IgA. Como a
MBL ¢ uma molécula capaz de se ligar a uma ampla variedade de bactérias e virus,
esta seria uma explicagdo para os depdsitos de MBL nestes glomérulos. Um outro
mecanismo especulado para tal depdsito seria baseado nos estudos de MALHOTRA et
al. (1995), que demonstraram que a MBL € capaz de se ligar também a formas de IgG
que sofreram alteracdo da constitui¢do de carboidratos € ndo possuem galactose (sub-
tipo de IgG que aparece em algumas condigdes inflamatérias cronicas), levando
também a ativagdo do complemento.

Essas mesmas formas de IgG sem galactose estdo relacionadas com a artrite
reumatoide (AR), aparecendo tanto no soro quanto nas articulagdes desses pacientes.
Uma vez que a MBL ¢€ capaz de se ligar a esta forma de I1gG e promover ativagdo de
complemento, KILPATRICK (1997) compararam as concentragdes séricas de MBL de
99 pacientes portadores de AR com 352 controles normais, encontrando valores
maiores de MBL sérica no grupo de pacientes com AR (p=0.06). Os autores
concluiram que desta maneira a MBL poderia ser responsavel pela ativacdo do
complemento que € observada nas articulagdes dos pacientes portadores de AR.

ENDO et al.,, em outro estudo (2000), analisaram bidpsias renais de 10
pacientes portadores da sindrome de Henoch-Schonlein e encontraram depdsitos
glomerulares de MBL ¢ MASP-1 em 8 deles, bem como depdsitos de produtos de
ativagdo do complemento (C3b/C3c, C5b-9 e proteina ligante de C4). Os autores
compararam as concentragdes séricas dos fragmentos de ativagdo do complemento
C4d e C4bp destes pacientes com as concentragdes de 10 pacientes portadores de
glomerulonefrites ndo-dependentes de IgA. Nos pacientes portadores da sindrome de

Henoch-Schonlein, as concentragdes séricas dos fragmentos de ativagdo do
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complemento foram maiores, levantando a hipotese da participac¢ao da via das lectinas
como mecanismo patogénico neste tipo de vasculite.

Em outro estudo, HANSEN et al. (2003) demonstraram concentragdes séricas
aumentadas de MBL em pacientes portadores de diabetes mellitus (DM) quando
comparados a controles saudaveis. Normalmente, a MBL néo reconhece os tecidos do
proprio organismo, porém a hipoxia celular pode alterar a glicosilagdo das superficies
celulares, levando a deposigdo de MBL e ativagdo de complemento (COLLARD et,
al., 2000). O diabetes esta associado a glicosilagdes ndo-enzimaticas anormais, nédo
somente na hemoglobina, mas em uma ampla variedade de outras moléculas, como
estruturas endoteliais, proteinas circulantes e lipidios. Desta maneira, os autores
levantam a hipotese de que a MBL colabora para o estado inflamatério cronico visto
nos pacientes diabéticos através da ativa¢do cronica de complemento.

A reperfusdo, embora necessaria para a preservagdo de tecidos apés injiria, esta
associada com injarta adicional mediada por neutréfilos. Adicionalmente, a
restauragdo de fluxo sanguineo a tecidos isquémicos inicia uma série de eventos pro-
inflamatorios incluindo sequestragdo de neutrofilos, disfungio endotelial e ativagdo de
complemento, que podem levar a um dano maior subseqitente. O sistema
complemento exerce uma ac¢do fundamental no desenvolvimento de lesdo tecidual
apos estresse oxidativo. COLLARD et al. (2000), em um estudo experimental,
investigaram a participagdo da MBL e da via das lectinas na ativagdo de complemento
apds estresse oxidativo. Através da andlise do miocardio de ratos submetidos a
estimulo hipdxico, os autores observaram uma deposigdo endotelial precoce de MBL
e C3. Em animais tratados com anticorpo momnoclonal anti-MBL, os autores
observaram diminuigdo da deposi¢do de C3 e 1C3b, mostrando uma provavel
participagdo da MBL nas lesGes induzidas pelo estresse oxidativo pos-reperfuséo.
Tendo em vista tais afirmagdes, JORDAN, WURZNER e KONIG (2003) realizaram
um estudo bloqueando a atividade da MBL através de anticorpos monoclonais
especificos anti-MBL em ratos submetidos a restaura¢do do fluxo coronariano apos
infarto agudo do miocardio (IAM), observando que a extensdo do dano miocardico foi
menor nos animais submetidos a inibigdo da MBL. Nesses a expressdo de moléculas

de adesdio (ICAM, VCAM) ¢ a concentragdo de interleucina-6 também foram
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menores do que nos animais ndo-submetidos ao bloqueio de MBL. Esses dados
indicam a participagdo da via das lectinas nos danos conseqiientes a injiria pos-
reperfusdo.

O papel do estresse oxidativo ja for estudado em algumas doengas reumaticas.
AMES et al. (1999) avaliaram um marcador de estresse oxidativo denominado 8-epi-
PGF,, (molécula derivada do ataque de radicais livres ao acido araquidonico) no soro
de pacientes portadores de doengas reumaticas com envolvimento vascular. Os
autores encontraram concentragdes elevadas dessa molécula em pacientes portadores
de LES, esclerodermia e vasculites (granulomatose de Wegener, sindrome de Churg-
Strauss ¢ doenga de Behget), quando comparados a controles saudaveis.

CHIU et al (2003), estudando as concentragdes séricas de produtos avangados
de oxidagdo protéica (AOPP) e proteina C-reativa de alta sensibilidade (hs-CRP) -
marcadores sensiveis de estresse oxidativo e de inflamagdo sist€émica, respectivamente
- em 61 pacientes portadores de CRC, encontraram valores significativamente mais
elevados desses marcadores nos pacientes quando comparados a controles normais.
Esses dados indicam a participagdo do estresse oxidativo na inflamagdo cronica vista
nos pacientes com CRC.

A enzima NADPH oxidase esta envolvida diretamente na produgio de radicais
livres. KUMAR et al. (1991) estudaram a atividade desta enzima apos estimulagdo da
atividade oxidativa de mondcitos e neutrofilos de pacientes portadores de febre
reumnatica aguda, cardiopatia reumatica cronica ¢ faringite estreptococica. O
seguimento foi feito no 15° dia e nos 3° e 6° meses. Houve elevagdo da atividade
enzimatica no grupo FR ¢ CRC, mas ndo no grupo da faringite estreptococica. E
durante o periodo de seguimento, houve um declinio progressivo na atividade -
enzimatica no grupo FR, o que ndo ocorreu na CRC, onde a atividade permaneceu
estavel por todo o periodo, indicando um processo continuo de estresse oxidativo na
CRC.

Através desses dados, poderiamos especular que o estresse oxidativo crdnico
presente nos pacientes portadores de CRC, seria um fator desencadeante de ativagdo
de complemento com participagdo da MBL e da via das lectinas, nesses pacientes. Em

condi¢Ges normais, a MBL ndo se liga a tecidos proprios, porém em situagdes de
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hipoxia celular, pode haver glicolisagdo de superficies celulares, levando a deposigdo
de MBL e ativa¢do do complemento (COLLARD et al., 2000).

Além disso, os concentragdes elevadas de MBL observadas nos pacientes com
CRC podem ser um fator intensificador da inflamagdo cronica nesses pacientes,
contribuindo para a lesdo cardiaca através de complemento.

No presente estudo, as concentragdes de MBL foram significativamente
elevadas no grupo dos pacientes, porém ndo houve correlagdo entre os valores de MBL
com a gravidade da doenga cardiaca, determinada através de ecocardiograma
transtoracico. Além disso, um significativo niumero de pacientes (71%), apresentaram
concentragdes de MBL acima de 1000 ng/ml. Por outro lado, a deficiéncia de MBL fo1
mais prevalente entre os controles saudaveis, uma vez que concentragdes séricas de
MBL menores que 50 ng/ml foram encontradas em 9% dos pacientes com CRC e em
17% dos controles saudaveis. Estes resultados sugerem que a deficiéncia de MBL
pode representar uma vantagem em relagdo ao desenvolvimento de CRC, e que
concentragdes elevadas da mesma podem estar relacionadas ao desenvolvimento da
doenga.

A deficiéncia de MBL ¢ também considerada como um fator protetor contra
certos pétégenos intracelulares, particularmente aqueles que se ultilizam de receptores
de C3 para parasitar o hospedeiro, como as micobactérias, pelo fato de atuar na
opsonizagio desses micorganismos (BELLAMY et al., 1998).

Existem amplas evidéncias de atividade inflamatoria cronica na CRC. Em um
estudo CHOPRA et al. (1988), através de analise de apéndices atriais de 50 pacientes
portadores de CRC, coletados durante valvulotomia mitral fechada, demonstraram a
presenca de nddulos de Aschoff em 56% das amostras, sendo que ndo havia evidéncia
clinica e laboratorial de atividade reumatica em nenhum dos pacientes. As propor¢des
de células encontradas foram: linfécitos T CD4+ (45,1%), linfocitos T CD8+ (23,5%)
e macrofagos (29,3%). A presenga de nddulos de Aschoff com infiltrados
mononucleares abundantes sugerem a possibilidade de cardite subclinica nesses
pacientes.

YETKIN et al. (2001) demonstraram elevadas concehtragées séricas de

moléculas de adesdo (E-selectina, ICAM-1 ¢ VCAM-1) em pacientes portadores de
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estenose mitral reumdtica quando comparados a controles saudaveis. O papel
fundamental das moléculas de adesdo em condigdes inflamatérias e imunolégicas tem
sido elucidado nos ultimos anos. Essas tém uma fungdo importante na migragéo das
células para os sitios de inflamagdo e na transmigragéo de linfcitos, e sdo expressas
no endotélio vascular servindo como ligantes de células inflamatérias circulantes. As
moléculas de adesfio aparecem em pequenas quantidades circulantes no soro de
pessoas sauddveis, mas aumentam naquelas com certas doeric;as, particularmente
vasculares e inflamatorias, como no LES e na esclerodermia (FERRUFINO, 2002). O
aumento das moléculas de adesdo circulantes encontrados em pacientes com estenose
mitral reumatica ¢ um outro dado que corrobora a hipotese de inflamagdo continua na
CRC.

STAKISAITIS et al. (2004), tendo em vista as similaridades entre as alteragdes
encontradas em valvulas cardiacas reumaticas fibrosadas e as placas de ateroesclerose,
determinaram a concentragdo de apolipoproteina A-1 em pacientes portadores de
CRC. A apolipoproteina A-1 é o principal componente do HDL (high-density
lipoprotein) e possui efeitos antinflamatérios, inibindo a ativagdo de neutr6filos
mediada por IgG. Nesse estudo, os niveis da apolipoproteina foram significativamente
menores no grupo de pacientes, dado que corrobora o papel da inflamagdo na CRC.

GOLBASI et al. (2002), comparando a concentragdo sérica de proteina C-
reativa de 81 mulheres portadoras de CRC, 31 mulheres portadoras de vélvulas
prostéticas e 102 controles saudaveis, encontraram valores significativamente maiores
nas pacientes portadores de CRC. A proteina C-reativa (PCR) ¢ um reagente de fase
aguda, e o fato dessa proteina se encontrar elevada no grupo de portadoras de CRC
pode refletir que a atividade inflamatoria ¢ persistente, nesse grupo de pacientes.

A MBL ¢ considerada uma proteina de fase aguda, embora sua concentragdo
tenha um aumento modesto nos processos inflamatorios. Em po6s-operatério, situagdo
em que ha resposta inflamatoéria sistémica, a concentragdo de MBL circulante aumenta
em até 3 vezes, elevagdo semelhante a encontrada em individuos com malaria, valores
que sdo modestos quando comparados ao aumento das concentragdes de PCR, que
podem chegar a 40 vezes o valor normal (THIEL et al, 1992). Em um estudo

experimental com ratos, apds estimulo peritoneal com lipopolissacarideo, a
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concentragdo de MBL circulante se elevou em 2 vezes, com pico maximo em 32 horas
(LIU et al, 2001). THIEL et al. (1992), estudando pacientes sudaneses portadores de
malaria, encontrou niveis aumentados da proteina que variavam de 1.5 a 2 vezes do
valor normal.

Os valores de MBL encontrados em nossos pacientes portadores de CRC foram
de quase 4 vezes o valor normal, 0 que, além de poder ser em parte reflexo da resposta
inflamatoria, devem estar relacionados ao polimorfismo do gene MBL nos pacientes
com CRC.

Ha também evidéncia de ativagdo de complemento cronica na CRC. REDDY et
al. (1990) encontraram valores elevados de C3d e imunocomplexos circulantes em
pacientes portadores de CRC quando comparados a controles saudaveis.

Em nosso estudo, as concentragdes de C3 estavam aumentadas nos pacientes
com CRC e significativamente elevadas nos pacientes submetidos a cirurgia quando
comparados aos pacientes ndo-operados. Esses achados sugerem a presenga de
inflamagdo continua nos pacientes operados, com provavel ativagdo de complemento
devido a presenga de estenose mitral mais severa ou valvula artificial. Porém, as
concentra¢des de MBL nédo diferiram entre os dois tltimos grupos. C3 € uma reagente
de fase aguda cujos niveis aumentam significativamente em resposta a estimulos
infecciosos e inflamatorios, enquanto os niveis de MBL se alteram moderadamente
nessas condigdes (TURNER, 1996). Além disso, ndo houve correlagdo entre as
concentragdes séricas de C3 e as concentragdes de MBL, indicando que e a elevagéo
da concentragdo de MBL circulante é um evento independente de C3.

Em um estudo experimental, TAKAHASHI et al. (2002) observaram o padrdo
de secre¢lio de citocinas em ratos submetidos a sépsis peritoneal induzida. Os autores
observaram que os ratos incapazes de expressar o gene MBL mostravam um padréo
de secre¢do menor de citocinas do que os ratos normais, notadamente de TNF-a e IL-
6, fato que foir mais evidente em fases tardias da sépsis (apOs 36 h). Os ratos
deficientes de MBL apresentaram uma maior sobrevida do que os ratos normais para o
gene. Por outro lado, SAEVARSDOTTIR et al. (2001) relacionaram a deficiéncia de
MBL a um pior prognéstico na AR, provavelmente pelo fato da mesma atuar inibindo

a secre¢do de TNF-a, molécula central na patogénese da AR. Tais fatos demonstram
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que a MBL é uma molécula imunomoduladora, podendo atuar, como expressaram
CASANOVA e ABEL (2004), como “amigo, inimigo ou ambos”.

Em nosso estudo, a deficiéncia de MBL foi mais fregiiente nos controles
saudaveis do que nos pacientes, sugerindo que a deficiéncia de MBL pode ser
vantajosa contra o desenvolvimento da CRC. Sabe-se que na CRC a secregdo de TNF-
a e IL-1 por macrofagos € necessaria para a agregacgdo e ativagdo de linfécitos T e B,
que chegam a lesdo posteriormente aos macrofagos. Deste modo, o efeito benéfico do
déficit de MBL poderia se dever a uma secre¢do menor de citocinas pré-inflamatdrias,
particularmente do TNF-o, nesta doenga.

Por estes achados poderiamos incluir a MBL como marcador da inflamag3o
cronica presente em pacientes com CRC, bem como fator de ativagdo de complemento

e molécula imunomoduladora na complexa patogénese da doenga.
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7 Conclusoes

Através do presente estudo concluimos que:

o As concentragdes séricas de MBL sdo significativamente maiores nos
pacientes portadores de CRC quando comparados a controles saudaveis, de idade,

sexo, origem étnica ¢ geografica semelthantes.

. Os valores elevados de MBL ndo se correlacionaram com a gravidade da
doenga cardiaca, comprovada através do grau de estenose valvar, aferida por

ecocardiograma transtoracico.

¢ Nio houve diferenga estatistica entre as concentragdes circulantes de MBL
dos pacientes submetidos a cirurgia quando comparados com o0s pacientes ndo-

operados, nem com o tipo de procedimento cirargico realizado, no sub-grupo operado.

° Concentragdes de MBL acima de 1000 ng/ml foram mais prevalentes no

grupo de pacientes (p<0.03).

. A deficiéncia de MBL (< 50 ng/ml) foi mais prevalente no grupo de
controles saudaveis (17,1% vs 9%, p<0.09).

. As concentragdes séricas de C4 ndo foram significativamente diferentes

entre pacientes ¢ controles saudaveis .

. As concentragdes séricas de C3 apresentaram-se elevadas no grupo de

pacientes, notadamente no sub-grupo cirargico.

° Os valores de C4 e C3 ndo se correlacionaram com as concentragdes de

MBL, mdicando que o aumento desta deva ser um evento independente.
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. As elevadas concentragdes de MBL encontradas nos individuos com
CRC podem corroborar a atividade inflamatéria presente nestes individuos,

contribuindo para les@o valvar através da ativagiio de complemento.

° A deficiéncia de MBL, por outro lado, pode representar um fator

benéfico contra o desenvolvimento da doenga.
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Pacientes

N° idade Sexo | Raca EM ~ Area Cc3 c4 MBL (ng/mi)
1 51 2 2 1 2,2 87 19,5 4000
2 61 2 2 3 1,2 61,5 14,5 2000
3 58 2 1 3 0,4 85,2 19,2 1800
4 63 1 1 3 1 71,4 26,5 3600
5 56 2 2 1 1,8 119 19,8 8000
6 38 2 3 2 1,4 98,3 17,2 9600
7 55 1 2 1 2 57,1 13,1 3900
8 36 2 1 1 1,6 93,2 7,6 0

9 24 2 3 1 1,8 87,1 11,1 8000
10 19 2 3 1 2,1 176 43,8 0
11 70 1 2 1 1,9 59,4 16 4500
12 71 2 2 3 0,9 64,5 15,3 4000
13 51 2 1 0 2 162 23,8 2300
14 60 2 2 0 2 82,3 28,7 1650
15 44 2 3 1 1,7 89,5 244 780
16 44 2 3 2 1,6 136 24,2 14000
17 39 2 2 1 2,5 74,8 17,2 1100
18 38 2 1 0 2 132 11,9 3700
19 28 2 1 2 1,19 186 41 1900
20 26 1 2 3 0,5 134 15,9 3600
21 43 2 3 1 2,5 97,4 18,2 1200
22 57 2 1 1 24 103 20 3000
22 39 2 3 1 1,5 118 28,1 3000
24 33 2 2 2 1,7 116 18,4 1800
25 50 1 2 2 1,4 67,2 14,1 3300
26 59 2 6 2 1,1 86,7 22,4 1100
27 40 2 3 0 2,2 118 26,1 1700
28 50 2 2 2 1,18 126 32,4 1100
29 56 2 4 1 1,52 103 28,6 8000
30 57 1 2 1 1,9 64,6 14,1 400
31 76 2 1 0 2,2 128 22,9 480
32 56 2 2 1 1,8 74,9 23,2 280
33 33 2 1 2 1,32 88,1 23,5 450
34 - 37 2 3 1 1,7 126 29 0
35 61 2 2 2 1,4 123 29,8 3100
36 36 1 1 1 1,6 100 26 9600
37 60 1 2 0 2 113 17,4 720
38 53 2 2 0 2,18 86,3 19,8 0
39 39 1 2 0 1,9 102 32,6 4100
40 36 2 1 0 2,6 111 21,2 4100
41 56 2 2 0 2,6 76,4 6,82 4000
42 35 2 2 1 2,01 95,5 18 4500
43 51 1 2 0 4,6 139 45,4 8000
44 58 2 1 1 1,5 141 27,8 3000
45 30 2 1 3 0,9 68,9 20,5 7800
46 59 2 3 1 1,8 189 31,6 60
47 37 2 1 2 0,9 101 22,5 500
48 34 1 1 0 1,6 141 26,9 1580
49 44 2 1 1 1,8 81,2 22,7 4500
50 52 2 1 0 2,1 132 21,3 4000
51 56 2 1 0 2,4 136 28,8 0
52 46 1 1 0 2 125 28,7 2600
53 35 2 4 1 1,4 129 29,5 1050
54 34 1 2 0 1,8 116 25,3 4200
55 48 2 1 2 1,1 118 384 4200
56 51 2 1 1 1,8 119 18,7 3100
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57 a1 2 1 2 1,2 97,3 20,6 2200
58 39 2 4 1 2,4 100 28,3 620
59 42 2 1 0 2,2 109 30,2 4500
60 50 2 1 1 1,6 133 21,9 1300
61 66 1 1 1 1,7 198 34,1 4500
62 35 1 1 1 2 87,9 24,1 3100
63 59 2 1 1 2,08 123 27,5 0
64 a2 2 1 2 1,5 125 35,3 2100
65 38 2 2 2 1,8 94,5 11,8 3200
66 37 1 1 2 1,98 182 26,8 3200
67 47 1 3 1 2,2 101 26,1 9600
68 43 2 2 2 3,6 69,5 14,4 0
69 33 2 2 2 1,4 50,3 19,9 2000
70 69 2 2 2 2,1 73 12,7 200
71 42 2 2 1 2,4 106 14,1 9600
72 57 2 4 1 1,8 102 13,6 700
73 a5 2 2 1 3 128 20,1 14000
74 32 2 1 1 2,3 113 22,7 1800
75 38 2 4 2 1,4 104 23,8 8000
76 38 2 1 1 1,6 143 23,4 1500
77 46 2 1 1 2,8 123 20 920
78 30 2 1 1 1,9 82,3 174 1200
79 a4 2 1 2 11 101 13,9 920
80 57 1 1 1 2,2 176 27,5 2100
81 47 1 1 2 1,2 200
82 54 2 2 1 1,8 3600
85 41 2 1 1 1,7 700
86 45 2 1 1 2,5 200
87 43 1 7 2 1,19 350
88 30 2 3 2 1,5 3500
89 58 2 1 3 0,8 950
92 54 1 1 1 2,9 7000
93 40 2 1 2 1,3 3700
94 32 2 1 1 2 320
95 38 2 1 2 1,33

96 51 2 1 1 1,5 1800
98 58 2 1 1 2,2 3500
100 38 2 1 1 21 0
101 63 2 1 2 1,4 0
102 25 2 2 1 2,2 650
103 56 2 1 1 2,2 5200
104 40 1 1 1 2,5 2500
105 40 1 1 1 3,6 5200
106 31 2 1 2 14 5000
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Controles

Numero { idade Sexo Etnia MBL
1 50 1 3 1100
2 42 2 1 280
3 34 2 1 3500
4 19 2 1 500
5 29 1 1 3500
] 52 1 3 3600
7 70 1 1 1400
8 51 1 1 480
9 54 1 4 4500
10 26 1 2 250
11 20 1 1 550
12 75 1 3 350
13 41 1 3 4500
14 33 1 1 0
15 37 1 1 3100
16 29 1 2 4000
17 45 2 2 3500
18 31 1 2 2000
19 51 1 2 800
20 78 2 2 400
21 25 2 2 3500
22 41 2 2 4200
23 37 2 2 780
24 49 2 3 4500
25 27 2 3 350
26 61 2 1 640
27 41 2 1 0
28 63 2 2 600
29 57 2 3 2050
30 57 2 6 2100
31 45 2 3 0
32 52 2 3 0
33 49 2 1 1100
34 50 2 2 980
37 55 2 1 0
38 48 2 3 2100
39 50 2 1 400
40 51 2 1 2600
41 64 2 1 1700
42 68 2 1 2500
43 26 2 1 1700
44 60 2 1 370
45 56 2 3 450
46 40 2 1 650
47 56 2 3 1500
48 39 2 2 1400
49 28 2 2 370
50 49 2 1 2800
51 40 2 2 1800
52 37 2 1 2500
53 31 2 1 1200
54 52 2 1 3200
55 51 2 2 400
56 36 2 2 0
57 41 2 4 450
58 38 2 4 600
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59 59 2 2 2500
60 52 2 2 1800
61 38 2 5 200
62 59 2 2 700
63 52 2 2 400
64 38 2 2 70

65 30 2 2 1900
66 54 2 1 2600
67 35 1 1 0

68 54 2 2 5000
69 37 1 1 0

70 46 2 1 6000
71 30 2 1 3000
72 47 1 1 5800
73 42 1 1 6200
74 59 1 2 1600
75 42 2 2 1600
76 45 2 2 0

77 58 2 1 0

78 51 2 1 0

79 33 1 2 5000
80 32 2 1 6200
81 43 1 2 4600
82 30 2 3 4600
83 33 1 2 5000
84 69 2 2 6200
85 57 2 1 2800
86 38 1 3 0

87 51 2 1 0

88 33 1 2 0

89 32 2 1 2100
90 41 2 1 250
9 42 1 1 4800
92 32 2 1 2200
93 54 2 2 1700
94 41 2 1 4800
95 42 1 1 3800
96 58 2 1 4100
97 51 2 1 4800
98 30 2 3 0

99 42 1 1 0

100 45 2 2 0

101 32 2 1 2200
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Sexo

M

F

Estenose Mitral (EM)
Normal

Leve

Moderada

Severa

Cirurgia

Nenhuma
Comissurotomia
Vaivuloplastia

Troca valvar bioldgica
Troca valvar metélica
Raca
Branco-brasileiro
Branco-europeu
Mulato

Negro

Oriental

indio

Brancos foram considerados caucasianos

WN 20O N
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ANEXO 1 - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

EM SERES HUMANOS DO HC/UFPR
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% HOSPITAL DE CLINICAS
' UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 28 de junho de 2.002.

Ilmo (a) Sr. (a)
Dr. Marcelo Derbli Schafranski
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
"AVALIACAO DA ATIVIDADE INFLAMATORIA EM PACIENTES PORTADORES DE
VALVULOPATIA MITRAL REUMATICA”, foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana, em reuniao realizada no dia 25 de junho de 2.002, o referido
projeto atende aos aspectos das Resolugées CNS 196/96 , 251/97 e 292/99, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 491.073/2002-06

Atenciosamente,

Prof. Dr~-Renato Tambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé ¢ portador de Valvulopatia Mitral ¢ estd sendo convidado a participar de um estudo
intitulado: “Avaliagdo da Atividade Inflamatéria em pacientes portadores de Estenose Mitral
Reumatica™, e sua participagdo ¢ de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa € estudar a resposta inflamatona em pacientes portadores de estenose
mitral reumatica.

¢) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario responder questionarios sobre a sua doenga €
doar uma amostra de 10 ml de sangue, para estudo.

d) Vocé podera expenimentar algum desconforto, principalmente relacionados com a coleta de
sangue

¢) O médico-residente, Dr. Marcelo Derbli Schafranski, celular: 9982 8827, que podera ser
contatado de manhd ¢ de tarde, de segunda a sexta, ¢ o responsavel pelo estudo ¢ fara o

acompanhamento através de visitas ambulatoriais, conforme consta no padrdo Etico ¢ Vigente no
Brasil.

f) A sua participa¢do neste estudo ¢ voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar do
estudo, ou se acettar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato ndo
implicara na interrupgio de seu atendimento, que esta assegurado.

g) As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto , se qualquer informagdo for divulgada em relatorio
ou publicacdo, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

h) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames, medicamentos , etc...) nao
sdo da responsabilidade do paciente.

1) Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé terd a
garantia de que qualquer problema decorrente do estudo sera tratado no proprio H.C.

) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, ¢ sim um c6digo.
k) Durante o estudo, nfio ha restricdo quanto ao uso de medicamentos.

Eu, li o texto actma € compreendi a natureza ¢ objetivo do estudo do
qual fui convidado a participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos ¢ beneficios do estudo e
os tratamentos alternativos. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo no estudo
a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento com
o meu médico. Eu entendi o que ndo posso fazer durante o tratamento € set que qualquer problema
relacionado ao tratamento sera tratado sem custos para mim. Eu concordo voluntariamente em
participar deste estudo.

Data: /[
Investigador:
Assinatura:

Assinatura do Responsavel (se necessario):
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ANEXO 3 - COMUNICACAO DE APROVACAO DO ARTIGO PARA
PUBLICACAO EM REVISTA INTERNACIONAL E PROVA
(PROOF) DO ARTIGO PARA PUBLICACAO
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Significantly increased levels of mannose-binding lectin (MBL) in rheumatic heart
disease: a beneficial role of MBL deficiency

M. D. SCHAFRANSKI™, A. STIER*. R. NISTHARA® & L L T. MESSIAS-REASON® * Laboratory of Inmnunopathology. Departiment

of Clinical Pathology and Cardiology Clinie, Hospital de Clinicas, Federal University of Parand, Curitiba, Brazil

(Accepied for publication 13 Sepiember 2004}

Although mannasc-binding lectin { Mi3t.) is known to be involved in the primary defonse against micio-
ovganisms, there are cmerging evidences of an active proinflammatory role for MBLL in different cheonic
discases. In this study we determined the circulating fevels of MBL in paticnts with rhcumatic heart dis-
ease (RHD). A toial of 100 paticnts (77 wonten, 23 men: mean age 45-8+ 11 vears, range 19-76 vears)
with chronic RHD and a previous diagnosis of rtheumatic fever, were studied. Transthoracic echocar-
dicgraphy was performed in all patients to evaluate valvular heart diseuse. Ninety-nine healthy indi-
viduals matched for age, sex and ethnic ongin were included as controls. MBL concentration was
measured by enzyme-linked immunoasorbent assay and €3 and €4 levels by turbidimetry. MBLL levels
were significantly higher in patients with REUD than in healthy subjects {mean = SUM: 3036-2 £ 298-9 ng/
ml versas 1942-6 £ 1853-5 ng/mi, £ < (:003). In addition, MBL. deficiency was mare prevalent in controls
(17-1%) than in paticnts (8% P <(-09). Concentrations of C4 were within the normal range
{227 £0-8 mg/dl, normal: [0-0-40-0 mg/dl), while C3 concenrations were found o be elevated
(1092 £ 3-6 mp/dl. pormal: 30-0-90-0 mg/dl). No correlation was observed between serum MBL levels
und valve area or the type of surgical procedure. The significanuy elevated crculating MBL levels
paticnts with RHI together with the greater provalence of MBI deficicncy in controls suggest that

MBL may causc undesirable complemcent activation contributing to the pathogenesis of RI1D.

Keywords mannosc-hinding lectin

INTROBUCTION

Rbeumatic fever (RF) is the most comumon cause of acquired
vatular discase in children and voung aduits worldwide. Although
the incidence of RI7 has decrcased over the Jast few decades in
developed countrics, the discasc continues to be a scrious health
problem in devcloping countrics, inctuding Brazil. Mitral stcnosis,
the clussical cardiac manifestation of chronic rheumatic heart dis-
ease {(RHD), is a late complication of RF which takes at least
2 veurs to develop after the wittul cutbresk of RF. Generally, o
period of 10-20 vears 1s necessary afler an inttial episode of cardi-
tis for the clinical manifestations of rheumatic mitral stenosis to
become evident {1}

The pathogenic mechanisms responsible for the development
of RF/RHD are associated to an abnormal host immune response
{both at huotoral and cellular level) to crossreactive sireptococcal
anugens. In fact, RF/RHD is considered o be a streptococcal-
mnduced avioimmune disease, due (0 antigenic minnery baetween

Correspondence: fara de Maessias Reason,
S0-069-900 Curitiby - PR Brazil.
E-mail: inrarenson@ho.ufpr.br
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rheumatic heart diseasc

complement  rheumatic fever

streptococcal antigens and relevant host antigens that occurs in
genetically susceptible individuals {2, Although extensively stud-
ied, the pathogencsis of the discase is not vet fully understood.
Mannose-binding lecun (MBL) is o calcium dependent lectin
shown to play an imperiant role i the first ine of host defense
against microorganisos. MBL binds 1o duferent sugars such as
mannose, fucose, glucose and N-acetvl-1)-glucosamine present
on the surface of bacteria, fungi. protozoa and viruses. Binding
of MBI to microbial surface, promotes C1- and antibody-
independent activation of complement by the lectin pathway | 3],
In addiion. MBL mediutes the opsonization und phagocylosis
of micreorganisms through interaction with collectin receplors
present on phagocyiie cells {41 The concenirution of MBL in
plasma is determined genetically, primarily by the genetic poly-
morphism of the first exon of the structural genc and promoter
ccgion. Normal scrum levels of MBI range from 800 to 1000 ng/
ml in heaithy Caucasians. however, wide variations can occur due
to point mutations in codons 32, 34 and 57 of cxon 1 andfor in the
promotor region of the MBL pene [2). The exon | mutations are
referred 1o as D, B and C vartants, respectively, in contrast to the
wild type A. Heterozygous individuals for these mutations have a
substaniial decrease in MBL serum concentration, whereas MBL

1
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i undefectable in the serum of homorygous individusls. MBL
deficiency is considered 1o be the most common immunodefi-
cicncy, with B mutation occurring in 26% of Cancasian popula-
tions |3]. Whilc it s well known that MBL deficiencey is associated
with increascd susceptibility to infection during infancy [8] and
adulthood [7], evidence of an active proinlummatory role for
MBL in different chronic diseases 15 emerging. Recent studies
have demonstrated that MBL can bind to the endothelium caus-
ing excessive complement activation and subsequent tissue dam-
age |81 On the ather hand, MBI deficiency may be advantageous
S

in some circumstaneces since MBL may lead to an increased eytok-
ine secretion by macropha
MBL is associated to disease severity in both infectious und
sutoimmune disease [10.11]. There is po data available on the role
of MBL in RHD. [n the present study we present evidence that
ificuntly elevated levels of MBL muy contribute to the putho-
genesis of chironic RHI.

es 19] 1t has aiso been shown that

s

PATIENTS AND METHODS

Patienss and controls
One-hundred patients with chronic RHD being accompanied by
the Cardiology Guipatient Clinic of Hospital de Clinicas of the
Federal Umversity of Parana, Curttiba, Brazil (23 men and 77
women, mean age of 43-82 11 vears, range 19-76 vears) werc
studicd (Table 1). Al subjects had a clinical historv compatible
with RI¥ and an echocardiogram confirming autral valve involve-
ment. Twenty-eight of the patients were not submitted to any sur-
awcal valve procedure whereus 72 underwent the following
surgical intervention: § exchanged for u metal valve; 24
exchanged for a biological valve: 14 bad balloon valvuloplusty and
26 underwent commissurotomy. Eighty-two patients were of Cau-
casoid origin, 12 were Mullatos and onc was an Indian. Paticnts
with RY, infcction, history of acoplasias, infective
cndocarditis or other inflammatory discascs were cxcluded from
ithe study. )

Ninety-nine healthy volunteers that matched with the patients
for age, sex, ethnic and geogruphical ongin were selected as

active
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controls. Both patients and controls signed o free informed con-
sent form. and the study was approved by the Rescaveh Ethies
Committee of Hospital de Clinicas of the Federal University of
Parana.

Serwun samples

Venous blood {10ml) was collected from each patient and coniro
md nllowed (o clot Serum was collected ajter centrifugotion. sep-
arated and aliquots were storved at —80°C until used.

MBL, C3 and C4 ass
Serum MBI levels were determinad by FLISA using commercial
kits (Staten Serum Institute, Denmark). MBL lewels above
1-0 mg/mi were considered to be normal and individuals with val-

ues below 5300 ng/mi were considered to be deficient. C3 and 4
levels were measured i 80 patients by immunoturbidimetry
{Dadc Behring, Geemany). C3 levels between 30-0 and 90-0 me/dl
and C4 levels berween 100 and 40-0 mp/dl were considered as
normal.

Statistical analysis

Data are given as mean = SEM. Statistical differences between
groups were determined by the two-tailed Student r-tesi. Pearson
and Spearman correlation were used to estimate the strength of
association between variables. The chi-square test with Yates cor-
rection was used o determine differcnces hetween observed and
expected values. All statistical analysis was performed vsing Sta-
tistica for Windows version 99 software. Differences were consid-
ered to be signilicant when £ < 3-05.

RESULTS

Sertim MBL levels

‘The distribution of civculating MBL concentration amaong
paticnts and controls is presented in Fig. [ MBL levels were sig-
niicantly higher m patients than in conirols {(mean * SEM
3036-2 £ 2989 versuy 1942:6 £ 1855 ng/mil: P < 0-003 Fig. 2). MBL
was undetectable in 97100 (9-0%) patients and n 1799 (17-1%)

Table 1. Demographic. clinical characteristics and MBL., (73 and (4 levels in patienis with clironic rheamatic heart disease submitied or 0ot 1o surgery

Not submitied o surgery
{1=28)

Age (vearsy* 4351 10
Sex
Female 20
Male &
Eihaic origin
Caucasiun 21
Mulatto [§]
Negro 1
Indian 0
Oriental 0
Mean valve area (cm™) 139 £ 013

MBL (ng/miy*
C5 (mydly*
C4 (myidly*

32683 £ 2080
1142 (n=22

20T L8 (n=22)

Submited to surgery

(n=72) P-value
459+ 12
537
15
61
5
4
3]
I
0012
066
0-044
010

Fvalues given as mican & SEM

& 2004 Blackwell Publishing Ltd, Clinical and Fxperimental Immunology
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MBL Values in Patients and Controls (P < 0-003)
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Fig. 1. Distribution of mannose-binding lectin (MBL} levels among

patients with rheumatic heart disense { RHIN{ and healthy controls {{))

MBL Concentration (ng/mi)
P <0003
16000
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£
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=
@ 2000
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_ C +1.96 8D
—4000 B +1.00SD
Contrals Patients .+ Mean
Fig. 2. Circulating levels of munnose-binding lectin (MBL) in paticats

with rifeumsidc heart diseuse nud bealthy conwrols

controls {72 < 009 Fig. 1). Circulating MBL concentrations higher
than 1000 ng/ml were obs of the putieats and
53-5% of the controls (£ < 0-035. Fig. 3). Ne signilicant difference
in MBL. lovels was observed between the patients who did or did
not underge valve surgery (mcan = SEM 29442 + 1855 versus
32693 £ 298-0 ngfmbk # < 0:66, Table 1) or batween fomale and
male paticnts cither in the paticot or control group (#=ns).
There was no correlstion between valve wrea ond age (r=-0-16;
P < 0-41) or between valve aren and MBL levels in the nonoper-
ated putient group (r=023; P <031

Regarding the type of surgery, no significant difference was
observed in MBI, levels between patients submitted to commis-
surotomy  or  balloon  valvuloplasiv {mean £ SEM
332153 £329-4 ng/ml, n=38) and patients submitted to vahwe
exchange (meoan £ SEM 24514 £ 3800 ng/ml n = 34; P < 0-29)

ed i 71

Senem C3 and C4 levels

Serum C3 levels were above the normal range in RHD patients
with a mean of 109-2£3-6 SEM mg/dl {n=80) and significantly
higher in aperated (1= 38) than 1n nonoperated paticnts (n=22)
{(mcan * SEM, 113-6%4.3 versus 974242 mg/dl; P <004
‘table 1}. C4 concentrations in the RED paticnts were within the
nommal range (mesn = SEM 2272 08 mg/dl). No significant
differences in C4 levels was observed between the operated
and the nonoperated patients {mean £ SEM 2351 10 versus
207+ 085 mg/dl; P <016 Table 1). A positive correlation was
ohserved between C3 and 4 levels (r=0-27; £ <0:01), but not
between C3 and MBL. leveis (r=—0-17: £ <023} or between (4
and MBI levels (r = -0-008; P < -16).

@ 2004 Biackweil Publishing Lid. Clinicad and Fxperimental Inimunology

Proportion of individuals according to MBL levels
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B Patients
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fig 30
bimding lectin (MBL) lower than 30 ng/mi and higher than 1000 ng/mi.
Patients: [T Coatrol. Shagfmi (P < (L09) =1000 ng/ml (&7 < 0L035)

3, Proportion of individuats with cireulsung

DISCUSSION

Whereas MBI deficicney has been associated with different infec-
tous and avtoammune dseases, mcluding rheumatic disorders,
high MBL. levels associated to disease has enly been recently
reported [12]. Low levels of the protein have been related to a
poor prognosis in rheumatond arthritis perhaps due to the modu-
fatory action that MBL. exerts on the secretion of tumeour necrosis
factor ¢, » central molecule in the pathogenesis of rhcumateid
arthritis 113} f.ow MBIL levels have alse been associated with
adult dermatomyositis and ure probably related to o reduced
clearvnce of apuplotic keratinocytes {14} Genotypes related (0 a

lower production of MBL huve also been finked (o the develop-
ment of systemic lupus erythematosus [13,16] and increased sus-
ceptibility to infection tn this discase {111

In the preseat study. serum MBL levels were found o be sig-
mficanty clevated in RHD, but wore not correlated with the
scverity of heart discase as determined by a transthoracic
echocardiogram. In additon, o signiticantly larger number of indi-
viduals with MBL levels above 1000 ng/ml were observed in the
patient group. On the other band, MBL deficiency wuas more prev-
alent among healthy controls. These results suggest that MBL
deficiency may represent an advantage against the development
of rheamatic mitral stcnosis and that increased MBLL levels may
be related to the development of the disease. Although the MBI
genotype cannot be predicted with precision based on serum con-
centration. it is koown that individuak homozypous for the A
allele {A/A) typically show MBL levels above 1500 pg/ml, levels
6-8 times higher than those observed for heterozygous ndividu-
als {AO, where O can be B. Cor D) and that the O/0 combina-
tion is related to undotectable MBL|2),

In this study, C3 levels were increased in the patients with

RELD and signiticantly higher in the operated paticnts when com-
pured to the nonoperated patienis. These findings snggest the
presence of ongoing inflammation in these patients with probable
complement activation due to the presence of more severe mitral
stenosis or of ap artifical valve. However. MBL levels did not dif-
fer hetween the latter two groups. (3 is an acute-phase protein
whose fevels significantly increasce in responsc to infections or
to an inflammatory reaction, while MBi. levels oniv show a
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moderute increuse in these circumstances {3]. In additien, thers
was no corvelation hbetween C3 and MBI levels, indicating that
clevated MBL. concentration sught be an independent

Involvement of complement system in RERELID has been
showi in ditferent studics | 17-19]. Antibedics found in the scrum
of putienis with RF thut show molecular mimicry between strep-
tococen] and human antigens were able to cause human fibro-
blasts hyses i vitro in the presence of complement [20]. Serum
levels of C3d and immunc complexes were shown to be tnereased
in hoth the patients with acute RIV and chrogic RUID when com-
parcd to normal controis {18, Also, complement deposition in
heart tissue was ohserved in autopsy samples of patients with
RHD [20]. Io addition. the high lrequency of the rare C4A%6
allele in patients with RHD, suggests an immunogeneuc role for

cvent.

complement in the diseuse {19]. The most severe sequela of ucute
RF is chronic RHD. In adults mutral stenosis almost slways resulis
from postrheumatic inflammation and degencrative discase [ 1.
tividence of a continueus inflammatory reaction in chronic REHD
has been demonstrated by several authors. increascd scrum levels
of adhcsion moleeules (E-sclectin, ECAM-1 and VCAM-1) [21],
apolipopretein B [22], bigh sensitivity C-reactive protein [23] and

advanced oxidation protein products (vapublished data) bave
been observed in patients with chronic RHD when compured (o
normal controls.

Flevated serum levels of MBI have been implicated in the
pathogenesis of renal manifestations of Henoch-Schonlein par-
pura [24], in 1gA nephropaihy [25] in other forms of human
glomerulonephritis | 26], and in vascular complications of dinbetes
mellitus type 1 [12]. Although MBL is an acute-phase protein pro-
duced by the liver [27].1ts levels only show o moderute increose in
milammatory diseases and are detevpined geneticully. The ele-
vated MBL levels ohserved in patients with chronic R might
corvoborate the chronic inflammatory activity present in these
individuals and conuibuie to valve injury through comploment
activation. In addition, MBL. may act as an imnwnomodulatory
molecule, inducing a higher secretion of cyvtokines by macroph-
ages [3].

Under normal conditions, MBL does pot bind to the organ-
isor's own tissues, but io situations of cellular bypoxia, glycosylu-
tion of cell surfaces mav occur, leading to the depasition of ML
followed by complement activation [28]. In an cxperimental
study, the blockade of M131. with monoclonal antibodies reduced
neutrophil infiltration and the amplitude of the inflammatory
response 13 myocardial {issue reperfused afler a period of
hypoxia [§8]. The significantly elevated levels of MBL observed in
chronic RHD suggest thut MBL may represent a pathogenic fac-
tor in the complex physiopathology of the disease. whereas MBL
deficient individnals might be less susceptible to develop chronic
R
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