MARCELO DERBLI SCHAFRANSKI

POLIMORFISMOS DOS GENES MBL2 E MASP2 NA FEBRE REUMATICA

Dissertacio apresentada como requisito
parcial a obtencdo do grau de Doutor, pelo
Curso de Pos-graduacio em Medicina
Interna, do Setor de Ciéncias da Sadde da
Universidade Federal do Parana

Orientadora: Prof* Dr™ Iara José Messias-
Reason
Co-orientadora: Prof* Dr* Lilian Pereira-
Ferrari

CURITIBA
2008



Bl MINISTERIO DA EDUCACAO
B UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
L j 5: (=¥ =1 SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
§ PROGRAMA DE POS-6RADUACAO EM MEDICINA INTERNA - MESTRADO E DOUTORADO

DECLARAcAo

Declaro, para fins curriculares, que Marcelo Derbh Schafranski apresentou e
defendeu, com aprovagio pela banca examinadora, a Fese intitulada: “POLIMORFISMOS
DOS GENES MBL2 E MASP2 NA FEBRE REUMATICA ™ do Programa de Pésﬂcmdua;io
em Medicina Interna ¢ Ciéncias da Satide - Doutorado, em 30 de maio de 2. 008
Nesta ocasifio, foi recomendado a Universidade Federal do Parana ‘que lhe seja
concedido o titulo de Domtor em Medicina Inferna, com a publicacdio da Tese em
veiculo de divulgagio conveniente, depois de incorporadas as sugestdes apresentadas no
decurso das arguigoes.

Curnitiba, 30 de maio de 2.008.

Professor DTLil
Coordenador do Prog

Medicina Interna e cias da Saude



POLIMORFISMOS DOS GENES MBL2 E MASP2 NA FEBRE REUMATICA

ii



1ii

Ao meu avo, Jorge Abdala Derbli, in memorian,
pelo exemplo de vida e dedicagdo a familia



3>

3>

3>

Aos

Ao

Aos

Aos

Ao

Ao

iv

AGRADECIMENTOS

Prof* Tara José Messias-Reason, orientadora desta tese, pessoa por quem cultivo
grande respeito e admirag¢do, pela amizade e pela paciéncia. O seu amplo
conhecimento e espirito critico foram essenciais para o desenvolvimento deste
trabalho;

Prof* Lilian Pereira-Ferrari, co-orientadora desta tese, pela colaboracdo essencial
no desenvolvimento da parte laboratorial da tese e pela orientagdo fundamental
da parte de Métodos;

Daniela Scherner, pela colaboracao na realizagao da parte laboratorial da tese;

Prof* Rudi Steffensen, pelo auxilio na realizacdo das genotipagens utilizando-se
a PCR em tempo real;

Profs. Drs. Arnaldo Stier e Renato Torres, por nos receber em seus ambulatorios,
onde pudemos selecionar os pacientes para a pesquisa;

Dr. Alessandro Nogueira, pelo auxilio na formatacio de figuras e por
importantes sugestoes diversas;

Simone Ribeiro Furian, pela organizacdo nos agendamentos telefonicos das
entrevistas e coletas de sangue dos paciente;

Meus pais, Marcia e Jonas, pelo apoio irrestrito em todos os momentos, € por
valorizarem o bem precioso que € a Educagio;

Meus irmaos, Silvia e Murilo, pessoas que tornam o viver mais agradavel;

Minha esposa, Anna Paula, pela paciéncia, amor e companheirismo em todos os
momentos;

Dr. José Gastao Rocha de Carvalho, pelo apoio e confianga

Hospital de Clinicas da UFPR, instituicao s6lida e a qual devemos grande parte
de nosso conhecimento como Médico;

Deus, fonte inesgotavel de esperanga e conforto em todos 0s momentos



“Uma jornada de duzentos quilometros comeca
com um simples passo”
Provérbio chinés



Vi

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt X
LISTA DE QUADROS ...ttt xii
LISTA DE TABELAS ...ttt xiii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.......ooii e, XV
RESUMO ...ttt ettt sttt 1
ABSTRACT ...ttt ettt e 2
1 INTRODUGAO. ... 3
2 OBJETIVOS ...ttt 5
2.1 OBJETIVO GERAL.......ooiieeeeeeee e 5
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooomeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
3 REVISAO BIBLIOGRAFICAL..........coooviooiriiereireeeiseeeeieeei 6
3.1 SISTEMA COMPLEMENTO......ccooiiiiiieeeceee e 6
3.1.1  Associagdo do complemento com dOengas.........ccccceeeeeceeeeerieieeeeeiieeeeee. 11
32 LECTINA LIGANTE DE MANANA (MANNAN-BINDING LECTIN —

IMBL) e et 13
3.2.1  Generalidades.......cooueeeiirniiieie e 13
3.2.2  Estrutura moleCUlar...........cooveeeiiiiiiiiiiiiee et 14
3.23  Genéticada MBL........oooiiiiii e 16
3.2.4  Funcdes da proteina MBL............cccoiiiiiii e 22
3.2.4.1 Ativagao de complemento..........ccceeeiireiiiieeeiieie e 22
3.2.4.2 Opsonizagao € ativacao da fagocCitose.......ceevvrereeeieeniiieeeeie e 22
3.2.4.3 Modulacao da resposta inflamatoria...........ccceeeeeeeiiieeniieeeieeeee, 23
3.2.5 Interacdes da MBL com células do hospedeiro.........cccccceveeiveieiieennnee. 27
3.2.6 Deficiénciade MBL.......cooiioiiriiiii ettt 27
3.277  MBL € INFECCOCS. . cerieuiiiieeiiie ettt 28
3.2.8  MBL € 0utras dOSNCAS. ......ceecvieeriiieeriie et 29

3.3

SERINA PROTEASE-2 ASSOCIADA A MBL (MASP-2).............. 31



vii

3.3.1  GEnétiCa € ESIIULUTA.....ccoveeeieeiie ettt 32
3.3.2  InteracAo MASPS/MBL........ccoiii e 34
3.3.3 Mutagoes e AssociagOes com DOeNncas.........coccceevevveieeriiieeeeiieeeeeeee, 34
3.4 FEBRE REUMATICA (FR)....oovoomrreererrireeeeresesssesesssessessesssnssssesssssnns 39
3.4.1  Generalidades.......cooeeeiiriiiie e 39
3.42  Epidemiolo@ia........cooeiiiiieiiieeiiiee e 39
3.4.3  Caracteristicas CliNICAS. ......cooueeriiiriiieececeee e 41
3.4.3.1 Cardiopatia TeUMAtICA CTOMICA...c..euuvererurieeeiiieeeeeeeseieeeeeeeeeeeeeeeseaeeeenes 43
344 PatOZENESE. ..cconeeeeeeieeeeeeieee ettt ettt ettt et e et e s te e e e e s enne e 44
3.4.4.1 Estreptococo do grupo A (EGA)......oiiiiiieeie e 44
3.4.4.2 Genética e Imunologiada FR e da CRC..........coooiiieiiiiee e, 47
3.4.4.3 Sistema complemento e febre reumatica...........ccceeeveeeeeiieeeesiieeeieeeee, 52
4 CASUISTICA E METODOS............coooovrvrrrnrrnrrersassssssssiieisesssesnerenessess 55
4.1 PACIENLES. ..ottt ettt 55
4.2 CONLTOLES. ...ttt sttt 57
4.3 AmOStTas de SANGUE. .........cueiriiieieiiieeetie ettt ettt et 58
4.4 Obtencdo dos dados relativos a concentragdo sérica de
MLttt 58
4.5 Extracao de DNA 2endmiCo......ccooveueirririerieiirienieieeeieiee et 58
4.6 Genotipagem dos polimorfismos MBL2...........cccccoveveivieneoeeeieeeeesene. 58
4.6.1 PCR em tempPo 1€aL....cccoiuiiiiiiiiiiiee e 59
4.0.2  PCR-SSP..e et ettt sttt 61
4.7 Genotipagem do polimorfismo MASP2...........ooviviverieieeeeeeeee, 64
4.8 ANALISE ESTAISTICA. ....cvenieieiirectcece et 65
5 RESULTADOS. ...ttt ettt e 67
5.1 Genotipos MBL2 e concentracoes séricas de MBL nos pacientes
portadores de CRC € controles..........ccoveeeiieeieiiieniieeeeeeeeee e 67
5.2 Genotipagem dos polimorfiSmos MBL2..........ccccevieeveienienieeieeeeesiiesiie e 69
5.2.1 Deteccao dos alelos A, B, Ce D daregiao éxon l........ccceeveeiiieeeenennnne. 70

5.2.2 Deteccao dos alelos X/Y da 1e2ia0 promotora...........ccceeeeeeeeeeereneeerneneenns 71



viii

5.3 Frequéncias dos alelos A, B, C, D e X/Y em pacientes € controles........... 72

5.3.1 Pacientes totais Vs CONIOLIES .oonn it e s 73

5.3.2 Pacientes com  histéria de cardite reumdtica (total) s
o0 111 0] LT 74
5.3.3  Pacientes com CRC vs controles..........ccceeeiieieeeiiiiieniieeee e 74
5.3.4 Pacientes com historia de cardite reumatica aguda sem seqiielas (CRA)
L0 111 1 0) [T 78
5.3.5 Pacientes com historia de FR sem cardite vs controles...........cccceeeeeeeenn. 78

5.3.6  Relacao dos gendtipos MBL?2 ¢ as caracteristicas clinicas dos pacientes

com FR sem CRC ...t 81
5.4 Genotipagem do polimorfismo D120G de MASP2.......cccoevveveveveevenenerenene 82
DISCUSSAO.........cooorvvvvvveiimmmsisssssses e ssssessessssssssss s ssssssssseees 84
7 CONCLUSOES..........oovoeiereeceneeiisseess e 96

8 REFERENCIAS. ..o, 97



ANEXO 1

ANEXO 2

ANEXO 3

ANEXO 4

ANEXO 5

ANEXO 6

ANEXO 7

TERMO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE
DE ETICA ..o
TERMOS DE  CONSENTIMENTO LIVRE E

EXCLARECIDO...........oomiooiieeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
PROTOCOLO PARA EXTRACAODEDNA..........ccocoovee..
PLANILHA PARA ANALISE ESTATISTICA...........ccccooeee......
MANUSCRITO REFERENTE A TESE PUBLICADO EM
PERIODICO INTERNACIONAL........ooooovmovoieeeeeeeeseeeeeeen
MANUSCRITO REFERENTE A TESE PUBLICADO EM
PERIODICO INTERNACIONAL.........cooovoovoieeeeeeeseeeeeeen!
MANUSCRITO ACEITO PARA PUBLICACAO EM
PERIODICO INTERNACIONAL.........cooovoovoieeeeeeeseeeeeeen!

ix

136

145



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

LISTA DE FIGURAS

-AS TRES VIAS
COMPLEMENTO

DE ATIVACAO DO

- ESTRUTURA DO COMPLEXO DE ATAQUE A
MEMBRANA

- IMAGEM CRISTALOGRAFICA DA REGIAO DE
RECONHECIMENTO DE  CARBOIDRATOS
(CRD) E DA REGIAO DO PESCOCO DA SUB-
UNIDADE DA MBL

- OLIGOMERIZACAO DA PROTEINA MBL

- REPRESENTACAO DA  ATIVACAO DO
COMPLEMENTO  PELO COMPLEXO MBL-
MASP-2

- CARACTERISTICAS DO GENE MBIL2

- CONCENTRACOES SERICAS DE MBL DE
ACORDO COM O GENOTIPO ESTRUTURAL E
DA REGIAO PROMOTORA X/Y

- REPRESENTACAO
DAPROTEINA MBL

DAS FUNCOES

- COMPONENTES DA VIA DAS LECTINAS

- REPRESENTACAO  ESQUEMATICA  DOS
DOMINIOS E EXONS DO GENE MASP2/MAp19

- ATIVACAO DA MASP-2

- REPRESENTACAO DOS  POLIMORFISMOS
CONHECIDOS DO GENE MASP2

- LESAO DA ESTENOSE MITRAL REUMATICA
- ESTRUTURA DO EGA

- ESTRUTURA DA PROTEINA M DO EGA



FIGURA 16 - REPRESENTACAO DO NODULO DE ASCHOFF

FIGURA 17 - MECANISMOS PATOGENICOS ENVOLVIDOS
NA CRC

FIGURA 18 - REPRESENTACAO METODOLOGIA TAQMAN®

FIGURA 19 - PERFIS ELETROFORETICOS PARA  OS
POLIMORFISMOS DO EXON 1 DO GENE MBL2
COM A REACAO DE PCR-SSP

FIGURA 20 - PERFIS  ELETROFORETICOS PARA  OS
POLIMORFISMOS DA REGIAO PROMOTORA
DO GENE MBL2 COM A REACAO DE PCR-SSP

FIGURA 21 - PADRAO ELETROFORETICO PARA O
POLIMORFISMO  D120G DO GENE MASP2
APOS RESTRICAO COM A ENZIMA Hpall

FIGURA 22 - RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES
SERICAS DE MBL E OS GENOTIPOS MBL2

FIGURA 23 - GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO
PRIMERS COM SEQUENCIAS ESPECIFICAS -
EXON 1

FIGURA 24 - GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO
PRIMERS COM SEQUENCIAS ESPECIFICAS -
POLIMORFISMO X/Y

FIGURA 25 - FREQUENCIA DOS INDIVIDUOS QUANTO AO
STATUS DA CARDITE

X1



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - FUNCOES FISIOLOGICAS DO COMPLEMENTO

QUADRO 2 - MODULACA/O DA MBL NA RESPOSTA
INFLAMATORIA

QUADRO 3 - CRITER}OS DE JONES MODIFICADOS PARA O
DIAGNOSTICO DE FR AGUDA

QUADRO 4 - COMPONENTES DO EGA QUE APRESENTAM
REACAO CRUZADA COM TECIDOS
HUMANOS

QUADRO 5 - PRIMERS ULTILIZADOS NAS REACOES PCR-
SSP PARA O EXON 1

QUADRO 6 - PRIMERS ULTILIZADOS NAS REACOES PCR-
SSP PARA A REGIAO PROMOTORA X/Y

QUADRO 7 - PROGRAMAS DE PCR-SSP UTILIZADOS NA
GENOTIPAGEM DO EXON 1 E DA REGIAO
PROMOTORA MBL2

Xii



Xiii

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DOS ALELOS MBL2 EM
DIFERENTES POPULACOES L 19

TABELA 2 - FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS DO MBL2 EM
DIFERENTES POPULACOES, E FREQUENCIA

DE HOMOZIGOTOS PARA AS MUTACOES ~ ....occoco...... 20

TABELA 3 - FREQUENCIA DE HAPLOTIPOS
COMBINADOS E CONCENTRACAO SERICA ... 21
DE MBL2

TABELA 4 - FREQUENCIA DOS ALELOS MASP2 EM
DIFERENTES POPULACOES L 37

TABELA 5 - CARACTERISTICAS DEMQGRAFICAS DOS
PACIENTES COM HISTORIA DE FR E
CONTROLES 56

TABELA 6 - CARACTERISTICAS CLINICAS DOS
PACIENTES  CARIOPATIA  REUMATICA
CRONICA (CRC) E CARDIOPATIA
REUMATICA AGUDA (CRA) e, 56

TABELA 7 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS
PACIENTES E CONTROLES ULTILIZADOS NO
ESTUDO DO POLIMORFISMO DO GENE
MASP2 57

TABELA 8 - CONCENTRACOES SERICAS DE MBL EM
RELACAO AOS GENOTIPOS e 68

TABELA 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS
PARA O EXON 1 E REGIAO PROMOTORA DO
GENE MBL2 NOS GRUPOS EM ESTUDO ~ ..cocooe. 73

TABELA 10 - POLIMORFISMO DO EXON 1 E DA REGIAO
PROMOTORA X/Y DE MBL2, EM PACIENTES
COM HISTORIA DE CARDITE REUMATICA
AGUDA E CRONICA E CONTROLES o, 75



TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

TABELA 14

TABELA 15

TABELA 16

TABELA 17

- POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO
PROMOTORA X/Y EM PACIENTES COM CRC E
CONTROLES

- CARACTERISTICAS CLINICAS DOS
PACIENTES PORTADORES DE CRC EM
RELACAO AOS GENOTIPOS MBL2

- POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO
PROMOTORA X/¥Y, EM PACIENTES COM
HISTORIA DE CRA E CONTROLES

- POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO
PROMOTORA X/Y DO GENE MBL2 EM
PACIENTES COM FR SEM CARDITE E
CONTROLES

- FREQUENCIA DOS GENOTIPOS MBL2 EM
RELACAO AS CARACTERISTICAS E AS
MANIFESTACOES CLINICAS DOS PACIENTES
COM FR SEM CRC

- CARACTERISTICAS ) CLINICAS DOS
PACIENTES COM HISTORIA DE FR

- POLIMORFISMO DO GENE MASP2 EM SUB-
GRUPOS DE PACIENTES E CONTROLES

Xiv



ANVISA
AOPP
AR
ASO
Ca™
CR
CRA
CRC
CRD
CRP
DM
DNA
EDTA
EGA
FR
HLA
IC

Ig

IL
LES
MASP
MBL
NK
OR

PCR
PCR-RFLP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
Advanced Oxidation Protein Products
Artrite reumatoide

Antiestreptolisina O

Calcio

Receptor de complemento

Cardite reumatica aguda

Cardiopatia reumatica crOnica
Dominio de reconhecimento de carboidratos
Proteina C-reativa

Diabetes mellitus

Acido desoxirribonucleico

Acido etileno diamino tetracético
Estreptococo do grupo A

Febre reumatica

Human Leukocyte Antigens

Intervalo de confianca
Imunoglobulina

Interleucina

Lupus Eritematoso Sistémico
MBL-associated serine protease
Mannan-binding lectin

Natural killer

Odds ratio

Reac¢do em cadeia da polimerase

XV

Restriction fragment length polymorphism PCR — polimorfismo do

comprimento dos fragmentos de restri¢ao



XVi

PCR-SSP Sequence-specific primer PCR — PCR com primer de sequéncia

especifica

RANTES - Quimiocina Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted

RNA - Acido ribonucléico

Sp - Proteina surfactante

SUS - Sistema Unico de Sadde

Taq - Thermus aquaticus

Tm - Melting temperature (temperatura de fusio)

TNF - Fator de necrose tumoral

UFPR - Universidade Federal do Parana

UV - Ultravioleta

VHS - Velocidade de hemossedimentacao



RESUMO

A febre reumatica (FR) aguda e a sua sequela mais grave, a cardiopatia reumaética
cronica (CRC) sao doencas mediadas por uma resposta imune anormal a infec¢ao de
orofaringe pelo Streptococcus pyogenes. A lectina ligante de manana (MBL), colectina
dependente de célcio capaz de ativar o complemento através da via das lectinas, €
capaz de ligar-se a N-acetil-glucosamina, molécula presente na parede celular do S.
pyogenes € nas valvulas cardiacas humanas. A ativagdo de complemento pela MBL
ocorre através de serina-proteases associadas a MBL (MBL-associated serine
proteases - MASPs), principalmente a MASP-2, cujo polimorfismo D120G, presente
no €xon 3 do gene MASP2, foi recentemente associado a infeccdes recorrentes €
manifestagdes auto-imunes. Mutacdes tanto no €xon 1 quanto na regido promotora do
gene MBL2 foram associadas a doengas infecciosas € auto-imunes. Em estudos
anteriores, observamos uma associa¢io entre altas concentragdes de MBL e a CRC.
No presente estudo investigou-se a relacdo do polimorfismo dos genes MBL2 e
MASP2 com as principais manifestacdes clinicas da FR (cardite reumdtica aguda,
cardiopatia reumatica cronica e artrite). Um total de 149 pacientes, sendo 43 (28,9%)
homens e 106 (71,1%) mulheres, com média de idade de 39,28 + 14,53 anos com
histéria de FR e 147 controles saudaveis, sendo 53 (26%) homens e 94 (64%)
mulheres, com média de idade de 38,9 + 13,56 anos foram avaliados para a presenca
de polimorfismos no éxon 1 (A, B, C, D) e na regiao promotora X/Y do gene MBL2
através de PCR-SSP e PCR em tempo real. A mutacio D120G do gene MASP2 foi
determinada através de analise de restricao (PCR-RFLP). Os genétipos relacionados a
maior produ¢do de MBL (YA/YA e YA/XA) foram mais freqiientes no grupo total de
pacientes com cardite (aguda + crOnica), nos pacientes com CRC e nos pacientes com
CRA quando comparados com os controles saudaveis (OR 2,44, IC 95% 1,48-4,00,
p=0,0006; OR 2,42, IC 95% 1,41-4,16, p=0,001 e OR 2,48, IC 95% 1,09-5,67,
p=0,035, respectivamente). Através de analise de regressao logistica demonstrou-se
que concentracdoes de MBL>2800 ng/ml aumentam o risco de desenvolvimento de
CRC (OR 2,91, IC 95% 1,41-6,03, p=0,003). Ainda, entre os pacientes com historia de
FR sem sequela cardiaca (n=42), a frequéncia dos gendtipos associados a maior
producao de MBL foi mais alta no grupo de pacientes que apresentaram cardite aguda
quando comparada aos que nao apresentaram esta manifestacao clinica (OR: 7,22 IC
95% 1.18-43,99, p=0.031). A artrite foi mais freqiientemente observada nos pacientes
portadores de gendtipos XA/XA, XA/O e O/0, relacionados a baixa produ¢ao de MBL
(OR: 0,22, IC 95% 0,05-0,89, p=0,048). A mutacdo D120G do gene MASP2 foi
encontrada em 4/106 (3,77%) pacientes com CRC e em 5/129 (3,88%) controles, todos
de maneira heterozigota (p=ns). Nenhum paciente sem a sequela cardiaca apresentou a
mutacao D120G. Genétipos relacionados com alta producao de MBL parecem estar
envolvidos na patogé€nese da cardite reumatica aguda e na sua evolucao para a forma
cronica da doenga. J4 a mutagdo D120G do gene MASP2 parece nao apresentar papel
relevante na patogé€nese destas manifestacoes da FR.

Palavras-chave: lectina ligante de manana, febre reumatica, cardiopatia reumatica
cronica, cardite reumatica, complemento, MASP2, serina proteases associadas a MBL,
MBL2.




ABSTRACT

Rheumatic fever (RF) and its most severe sequela, chronic theumatic heart disease
(CRHD), are mediated by an abnormal immunological host response following a
Streptococcus pyogenes oropharyngeal infection. Mannan-binding lectin (MBL), a
collectin that activates complement, binds to N-acetylglucosamine, a molecule present
on the streptococcus cell wall and on human heart valves. MBL activates complement
through its associated serine-proteases MASPs), mainly MASP-2, which D120G
polymorphism, present in the third exon of the MASP2 gene, has been recently
associated with recurrent infections and autoimmune manifestations. Mutations in the
exon 1 and promoter region of MBL2 gene have been associated to several infectious
and autoimmune disorders. Previously, we reported an association between high MBL.
serum concentrations and CRHD. Here we investigate the association between MBL2
polymorphisms and the presence of the major RF clinical manifestations (acute
rheumatic carditis, chronic rheumatic heart disease and arthritis). Polymorphisms in
exon 1 (A, B, C and D) and in the X/Y promoter region of the MBL2 gene were
determined by PCR-SSP and real-time PCR in 149 patients (43/28,9% males,
106/71,1% females, mean age 39,28 + 14,53 years) with a history of RF and 147
controls (53/26% males, 94/64% females, mean age 38,9 + 13,56 years). The presence
of the D120G MASP2 mutation was analyzed by PCR-RFLP. Genotypes associated
with a higher production of MBL (YA/YA and YA/XA) were more frequent in the
patients with carditis (acute + chronic), in the subgroups of patients with CRHD and in
the subgroups of patients with history of carditis without valve sequela when
compared to controls (OR 2,44, CI 95% 1,48-4.00, p=0,0006; OR 2,42, CI1 95% 1,41-
4,16, p=0,001 and OR 2,48, CI 95% 1,09-5,67, p=0,035, respectively). Logistic
regression analysis showed that MBL levels>2800 ng/ml increased the risk of CRHD
(OR 291, CI 95% 1,41-6,03, p=0,003). Also, among patients without CRHD
(n=42/149, 28.2%), the frequency of the high-producing MBL genotypes was higher in
the group that developed acute carditis when compared to the patients without this
clinical manifestation (OR: 7,22 CI 95% 1,18-43,98, p=0,031). Arthritis was more
frequently observed among carriers of the low-producing MBL genotypes (XA/XA,
XA/0 and O/0) (OR: 0,22, CI 95% 0,05-0,89, p=0,048). The MASP2 D120G mutation
was detected in 4/106 (3,77%) patients with CRHD and in 5/129 (3,88%) healthy
controls, all in heterozygous state (p=ns). None of the patients without cardiac sequela
presented the D120G mutation. MBL2 genotypes associated with the high production
of MBL seem to be involved in the pathogenesis of rheumatic carditis and its
progression to CRHD. MASP2 DI120G mutation seems to play no role in the
pathogenesis of both RF and its clinical progression to CRHD.

Key-words: mannan-binding lectin, rheumatic fever, rheumatic heart disease,
rheumatic carditis, complement, MBL-associated serine proteases, MASP2 gene,
MBL?2 gene



1. INTRODUCAO:

A febre reumatica (FR) aguda, seqiiela tardia da infeccao de orofaringe
pelo estreptococo B-hemolitico do grupo A (EGA) de Lancefield, e a cardiopatia
reumatica cronica (CRC) sdo doencas cuja patogénese ainda nao se encontra
completamente esclarecida (CARRAPETIS, McDONALD e WILSON, 2005). A
principal hipdtese para o desenvolvimento da FR estd baseada em reacOes auto-
imunes decorrentes de mimetismo molecular entre estruturas do EGA e proteinas
cardiacas, articulares e do sistema nervoso central (DAJANI, 1997). A seqiiela mais
grave da FR aguda € a CRC, que ocorre em individuos geneticamente suscetiveis, seja
por surtos repetidos de cardite reumatica aguda (CRA) ou pelo fluxo turbulento de
sangue, que leva ao dano do aparelho valvar, com espessamento, fibrose € calcificagao
(GIBOFSKY, KERWAR ¢ ZABRISKIE, 1998). Concentracdes séricas elevadas de
imunocomplexos e de produtos de ativagao do complemento (C3d) foram observadas
em pacientes com FR e com CRC (REDDY et al., 1990), assim como depésitos de
complemento e imunocomplexos foram demonstrados no tecido cardiaco em amostras
de necropsia de portadores de CRC (KAPLAN e DALENBACH, 1961), indicando que
o sistema complemento pode estar envolvido na patogénese dessas doencas. A lectina
ligante de manana (mannan-binding lectin), uma colectina calcio-dependente, € uma
molécula de reconhecimento de padrbes (pattern recognition protein — PRP) com
capacidade de se ligar a carboidratos (N-acetil-glucosamina, D-manose, L-fucose € N-
acetil-manosamina) presentes nas superficies de virus, bactérias, fungos e protozoarios
(TAKAHASHI et al., 2006). A N-acetil-glucosamina € um dos principais componentes
da parede celular do estreptococo (MALKIEL et al., 2000) e das valvulas cardiacas
humanas (ARMOSTRONG e BISCHOFF, 2004). Ap6s a interacao com moléculas
alvo, a MBL ativa o complemento através das suas serina proteases associadas (MBL-
associated serine proteases — MASPs), induzindo lise celular e fagocitose. O gene
MBL?2 esta localizado no brago longo do cromossomo 10, sendo 0 mesmo composto
por quatro €xons (KILPATRICK, 2002). Mutagcdes de ponto no éxon 1 alteram
significativamente as concentrages séricas de MBL (KILPATRICK, 2002), sendo o



alelo normal designado de A. Os alelos mutantes (D, B, C), resultantes de muta¢des
nos codons 52, 54 e 57, respectivamente, recebem a denominagao de O. Polimorfismos
na regiao promotora (X/Y, H/L, P/Q, nas posi¢des —221, -550 e +4, respectivamente)
também afetam as concentracoes de MBL, sendo Y (principalmente) e H associados a
concentracoes altas de proteina circulante (BOUWMAN, ROPE e ROOS, 2006).
Recentemente, uma mutagcdo de ponto no cédon 120 (D120G, D105G na proteina
madura) do éxon 3 do gene MASP2 foi descrita em um individuo com histéria de
manifestacdes clinicas infecciosas e auto-imunes (STENGAARD-PEDERSEN et al.
2003). Tal mutagdo consiste na substituicdo do nucleotideo adenina por guanina
(c.359A>(@), resultando em uma troca do aminoécido acido aspartico por glicina na
proteina, com consequente incapacidade de ativacdo de complemento através da MBL
Em estudo anterior, demonstramos que pacientes portadores de CRC apresentam
concentracoes séricas de MBL significativamente mais elevadas que individuos
sauddveis (SCHAFRANSKI et al., 2004). O objetivo do presente estudo foi investigar
o envolvimento dos polimorfismos do €xon 1 e da regido promotora X/Y do gene
MBL2 e o polimorfismo D120G do gene MASP2 no desenvolvimento de

manifestacdes clinicas associadas a FR.



2. OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o polimorfismo génico da regiao éxon 1 (A, B, C, D) e da regido
promotora X/Y do gene MBL2 e o polimorfismo D120G do gene MASP2 em pacientes

com historia de FR aguda e em controles saudaveis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Comparar a freqiiéncia dos alelos e genétipos de MBL2 e de MASP2 entre

pacientes com FR aguda e controles saudaveis;

. Comparar a freqiiéncia dos alelos e genétipos de MBL2 e de MASP2 entre

pacientes com cardite reumatica como um todo (aguda + crdnica) € controles;

. Comparar a freqiiéncia dos alelos e genétipos de MBL2 e de MASP2 entre

pacientes com cardiopatia reumatica cronica (CRC) e controles;

. Comparar a freqiiéncia dos alelos e genétipos de MBL2 e de MASP2 entre
pacientes com histéria de cardite reumatica aguda sem seqiiela valvar (CRA) e

controles;

. Avaliar se as concentragcdes de MBL observadas nos pacientes portadores dos
gendtipos relacionados a alta produgdao de MBL representam risco para o

desenvolvimento de cardite reumatica cronica;

. Avaliar possivel associacdo entre o polimorfismo MBL2 e o desenvolvimento

de artrite entre os pacientes portadores de FR aguda.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1 Sistema Complemento:

O sistema complemento faz parte do sistema imune inato e € responsavel
por um dos principais mecanismos efetores da imunidade mediada por anticorpos. Sao
tr€s as suas principais atividades fisiologicas: defesa contra infec¢Oes bacterianas
piogénicas, ponte entre o sisttma imune inato € o adaptativo € a remocdo de
complexos imunes e dos produtos da lesao inflamatdria (quadro 1). Trata-se de um
sistema composto por cerca de 30 proteinas, que circulam no plasma ou se encontram
expressas em superficies celulares (WALPORT, 2001).

O complemento € ativado através de trés vias principais: a via classica, a
via alternativa e a via das lectinas, sendo que todas elas levam a formagdo do
complexo citolitico de ataque a membrana (C5b-9). Ap6s a ativagao do complemento,
os peptideos ativos C3a e CS5a desencadeiam efeitos pro-inflamatérios, como a
quimiotaxia de leucdcitos, degranulacdo de mastocitos e basofilos, contragdo de
musculatura lisa e aumento da permeabilidade vascular. A resposta inflamatéria €
ainda amplificada pela geracao de radicais toxicos de oxigé€nio e pela indug¢ido da
sintese e liberacao de metabodlitos do acido araquidonico e citocinas (ABBAS e
LICHTMAN, 2005). Conseqiientemente, uma ativagdo excessiva do sistema
complemento representa um consideravel risco de lesdo para o hospedeiro, por
destruicao tecidual inflamatdria gerada direta ou indiretamente com a sua ativacao
(FLEMING e TSOKOS, 2006).

A via classica compde-se de reacoes seqiienciais envolvendo C1, C4, C2
e C3 e. Ela se inicia com a ligagcdo de C1 aos dominios Fc das imunoglobulinas IgM e
IgG (sub-classes IgGl, IgG2 e IgG3 — IgG4 nao se liga a C1). C1 é um complexo
multimolecular composto por trés fracoes: Clq, Clr e Cls, por¢des estas ligadas por
pontes dependentes de calcio. Clq possui sitio de ligagao para IgG e IgM, e quando
esta ligacao ocorre, se inicia o processo de ativacao desta via. Clq ndao possui

atividade enzimatica. Tal atividade cabe a Clr e Cls. Apés a ativagao de Clq, este se



liga a Clr e adquire a capacidade de clivar Cls. A ativagao de Cls leva a clivagem de
C2 e C4, com a posterior formagao de C4b2a, enzima proteolitica também chamada de
C3 convertase “classica”, responsdvel pela clivagem de C3, um elemento de todas as

vias (ABBAS e LICHTMAN, 2005)

QUADRO 1 — FUNCOES FISIOLOGICAS DO COMPLEMENTO.

As trés principais atividades fisiologicas do sistema complemento

Atividade Proteina do Complemento Responsavel

Defesa contra infeccao

Opsonizagio Fragmentos de C3 e C4 (C3b, C4b), MBL

Quimiotaxia e ativagio de leucécitos Anafilotoxinas (C5a, C3a e C4a), receptores de anafilotoxinas
em leucdcitos

Lise de bactérias e células Complexo de ataque a membrana (C5b-C9)

Interface entre sistema imune

inato e adquirido

Amplificacio da resposta por C3b e C4b ligados a imunocomplexos e antigenos; receptores

anticorpos de C3 nas células B e células apresentadoras de antigeno

Aumento da memdria imunolégica C3b e C4b ligados a imunocomplexos e a antigenos;
receptores de C3 nas células dendriticas e foliculares

Remocao de debris celulares

Remocgio de células apoptéticas Clq, fragmentos de C3 e C4, MBL

Remogio de imunocomplexos Clq, fragmentos de C3 e C4, MBL

O complemento exerce, além da atividade de defesa contra infec¢des, um papel importante como
interface entre o sistema imune inato ¢ adaptativo ¢ na remocio de debris celulares (adaptado de
WALPORT, 2001).

A via alternativa compoe-se de quatro elementos. O fator D € homoélogo
ao Cls da via classica, o C3 equivale ao C4 e o fator B ao C2. Um pequeno grau de
atividade da via alternativa ocorre continuamente no plasma, através da hidrdlise
espontanea de C3, que resulta na formacgao de C3 ativo (C3H,0). Esta molécula pode
se ligar ao fator B, gerando a C3 convertase € C3b. O fragmento C3b se liga ao fator

B, originando um complexo C3bB. O fator D cliva o fator B ligado ao C3b, formando



C3bBb (a C3 convertase da via alternativa). Deposicdao C3b nas células autdlogas €
rapidamente impedida pela ag¢do de proteinas regulatérias, como o fator I e seus
cofatores (fator H, proteina cofator de membrana— MCP, proteina de ligacao ao C4 —
C4BP, receptor de complemento tipo 1 - CR1) e o fator de aceleracdo do decaimento
(DAF). Uma proteina chamada properdina estabiliza o complexo C3bBb, o qual
equivale ao C4b2a em sua capacidade de iniciar a seqiiéncia terminal de ativacao
(ABBAS e LICHTMAN, 2005).

A via das lectinas € ativada apés ligacao de moléculas de MBL ou de
ficolinas a residuos de carboidratos presentes na superficie de microrganismos. A
MBL ativa o complemento apds a interagao com duas proteases denominadas MASPs
(MBL-associated serine proteases, serina-proteases associadas a MBL - MASP-1 e
MASP-2). A MASP-2 cliva e ativa C4 ¢ C2 e a MASP-1 cliva apenas C2
(TAKAHASHI et al., 2006).

Apoés a clivagem de C3, os fragmentos C3b ligam-se ao C4b2a e ao
C3bBb das enzimas convertases das vias cldssica e alternativa, respectivamente, para
onde as 3 vias convergem, formando a enzima C5 convertase (figura 1). O C5, por sua
vez, € clivado em C5a (uma anafilotoxina) e C5b, que inicia a formagdo do complexo
de ataque a membrana (C5b-9). Tal complexo se insere na membrana celular,
causando influxo de fons e dgua ao interior celular, levando a lise osmética da célula
(ABBAS e LICHTMAN, 2005) (figura 2).

Importantes fungdes imunolégicas dos fragmentos soldveis do
complemento bem como aqueles que permanecem ligados a membrana celular tornam-
se possiveis através da interacao com receptores em diferentes tipos celulares. Existem
dois receptores para os dominios colagenosos de Clg, presentes em mondcitos,
neutréfilos e células endoteliais, os quais estdo implicados no reconhecimento de
particulas associadas a Clq e cuja ligacao resulta numa opsonizacdo mais intensa
(NEPOMUCENO E TENNER, 1998). O CR1 (CD35), receptor para C3b, C4b e iC3b,
¢ expressado em mondcitos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos e eritrécitos, € atua
principalmente na fagocitose (MEDOF e NUSSENZWEIG, 1984). A clivagem de

1C3b origina C3dg, que posteriormente € clivado em C3d de membrana e C3g na fase



fluida, processo mediado por tripsina, elastases € plasmina. O CR2 (CD21) esta
presente principalmente em linfécitos B, em alguns linfocitos T e células dendriticas e
endoteliais. O CR2 apresenta afinidade para iC3b, C3d e C3dg (CLEMENZA ¢
ISENMAN, 2000). O CR3 esta presente em monocitos, neutrofilos, células mieldides
e natural killers (NK) e o CR4 esta presente em mondcitos, neutrofilos e células
mieléides. Ambos ligam-se a iC3b, contribuindo para a fagocitose de particulas

opsonizadas (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

FIGURA 1 - AS TRES VIAS DE ATIVACAO DO COMPLEMENTO

Classical pathway Lectin (MBL) pathway Alternative pathway
Immune complexes Microbial Activating
Monimmune activators carbohydrates surfaces
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Complexo litico de ataque a membrana

Observa-se que as trés vias convergem para a clivagem de C3, formagio das C5 convertases (C4b2a3b
e C3bBb(C3b), com posterior clivagem de C5 e a formagio do complexo litico de ataque a membrana,
C5b-9 (adaptado de FRANCIS, 2003).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DO COMPLEXO DE ATAQUE A MEMBRANA

O complexo litico de ataque a membrana é constituido pelo fragmento C5b e pelos componentes finais
da via de ativacdo do complemento C6-9 (adpatado de ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Os fragmentos (C3a, C4a e C5a sao anafilotoxinas, exercendo
quimiotaxia e ativacao de leucécitos através da interagdo com receptores de
anafilotoxinas presentes na superficie destas células (C3aR e C5aR — CD88). Os
receptores de anafilotoxinas estao presentes em mondcitos, macrofagos, mastocitos e
basofilos (WALPORT, 2001). Os fragmentos C3b, C3d ligam-se aos receptores CR2
presentes nos linfécitos B, potencializando a resposta imune mediada por anticorpos
(MORGAN et al., 2000).

Em condig¢des fisioldgicas, a ativacdo do complemento € controlada pela
acao coordenada de proteinas soliveis e associadas a membrana. Os componentes
reguladores soldveis, como o inibidor de C1, a proteina de ligacio com C4b (C4bp), os
fatores H e I, a clusterina e a vitronectina restringem a acao do complemento nos
fliidos corporais em diferentes pontos da cascata. Além disso, cada célula autéloga €
protegida do ataque do complemento por proteinas reguladoras de superficie, tais
como o receptor do complemento 1 (CD35), a proteina cofator de membrana (CD46),
o fatores de aceleracao do decaimento (decay-accelerating factor - DAF, CD55) e o

CD59 (KIRSCHFINK e MOLLNES, 2003).



11

3.1.1 Associagao do complemento com doencas

Os mecanismos regulatérios do complemento encontram-se em fino
equilibrio, de maneira que a ativagdo do mesmo concentra-se na superficie de
microrganismos invasores € a deposicio de complemento em células e tecidos
autdlogos € limitada. Quando ha quebra nestes mecanismos, o complemento pode
causar danos ao organismo (FLEMING e TSOKOS, 2006).

Evidéncias clinicas e experimentais enfatizam o papel proeminente do
complemento em quadros de imunodeficiéncia € na patogénese de numerosas doengas
inflamatorias, incluindo aquelas causadas por auto-imunidade, como o Ildpus
eritematoso sist€émico (LES) (PICKERING e WALPORT, 2000) e a artrite reumatdide
(AR) (NYDEGGER et al, 1977).

Sao doengas associadas a ativagdo do complemento: sindrome da
resposta inflamatoria sist€mica, sindrome da disfun¢cdo de miltiplos 6rgaos, sindrome
pos-reperfusdao, angioedema, sindrome do enxerto-versus-hospedeiro, vasculite,
nefrite, incompatibilidade biomaterial (ap6s didlise ou circulagdo extra-corpdrea),
doencgas auto-imunes (LES, AR, miastenia gravis), trauma grave, queimaduras € sepsis
(KIRSCHFINK e MOLLNES, 2003).

As deficiéncias de complemento podem estar associadas a infeccoes
recorrentes € ao desenvolvimento de doencgas auto-imunes. A deficiéncia de C2 € a
mais comumente encontrada em humanos. O LES se desenvolve em mais de 50% dos
pacientes deficientes de C2 e C4 e em cerca de 90% dos portadores da deficiéncia de
Clq, possivelmente por falha na eliminacao de complexos auto-imunes (NUSINOW,
ZURAW e CURD, 1985). A deficiéncia de C3 esta relacionada a infec¢des piogénicas
graves, € infec¢Oes recorrentes por neisséria, particularmente sistémicas € com
sorotipos raros, estdo associadas com a deficiéncia de componentes que compde o
complexo de ataque a membrana (C5b-9) (FIJEN et al., 1994).

Dentre as doencas reumaticas, também h4 relato da defici€éncia de C2 em
um quadro de dermatomiosite em uma paciente feminina com diagndstico confirmado

por bidpsia muscular (LEDDY et al., 1975), de deficiéncia de C3 na vasculite
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urticariforme hipocomplementémica (MCLEAN et al., 1980), de deficiéncia de C5 em
um caso de sindrome de Sjogren com manifestacoes sistemicas (SCHOONBROOD et
al., 1995) e em um caso de poliartrite com diagndstico de febre reumatica (MIMORI et
al., 1992).

Alguns microrganismos utilizam o sistema complemento para aumentar
o seu poder infectante, como € o caso da bactéria Mycobacterium leprae, que se
ultiliza dos receptores de complemento CR1 e CR3 para invadir os mondcitos
(SCHLESINGER e HOROWITZ, 1990). Um mecanismo semelhante € ultilizado pelo
virus da imunodefici€ncia humana (HIV), que ultiliza os receptores CR1, CR2 e CR3
para penetrar em macréfagos, linfocitos T CD4+ e células dendriticas (SPETH,
STOIBER e DIERICH, 2003).

Em um estudo experimental utilizando coelhos, SCHMIEDT et al.
(1998) analisaram morfometricamente a aorta em um grupo de animais deficientes de
C6 e a compararam com o grupo de animais com concentracoes normais do
componente, ap0s 12 semanas de dieta rica em colesterol. A maior formacao de placas
de ateroma nos animais normais pdde ser observada até a olho nu. Tal experimento
demonstra que a deficiéncia de complemento pode ser benéfica, neste caso pela
auséncia de formac¢ao do complexo de ataque a membrana, o qual especula-se ter um
papel importante no inicio do processo de aterosclerose, provavelmente pela lesao de
células musculares lisas e subsequente liberacdo da proteina quimiotaxica de
mondcitos do tipo 1, células que sabidamente atuam na patogénese da doenca

LEHNER et al. (1992) também levantaram a hip6tese do beneficio da
deficiéncia de um componente do complemento. Observaram que o plasma de um
paciente deficiente de C6, portador de meningite meningocdcica, possuia
concentracoes baixas de endotoxina € do complexo de ataque a membrana. Apds a
adicdo de plasma fresco, in vitro, em resposta a Escherichia coli J45, houve
restauracao da liberagdo de endotoxina. Concluiu-se menor mortalidade em pacientes
deficientes de C6 pode ocorrer, devido a uma menor liberacdo de endotoxina

bacteriana, com conseqiiente menor lesao tecidual.
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A MBL ¢ a proteina chave na ativacao do complemento pela via das
lectinas. Deficiéncias genéticas de MBL estao associadas com um risco aumentado de
infec¢do, especialmente no periodo entre os 6 meses € os 2 anos de idade, no qual a
crianca perde a prote¢ao oferecida pelos anticorpos maternos (KILPATRICK, 2002).
A quantificagdo das concentracdes séricas de MBL deveria ser acrescentada no painel
de exames a serem solicitados quando existe uma suspeita de imunodefici€ncia,
embora os seus resultados devam se interpretados com cuidado, uma vez que as
concentracdes podem nao refletir exatamente a atividade da via, uma vez que outras

proteinas também participam da ativacido de complemento por esta via, entre elas as

MASPs.

3.2. Lectina ligante de manana (Mannan-Binding Lectin — MBL)

3.2.1 Generalidades:

A MBL ¢ membro da familia das lectinas dependentes de calcio,
chamadas de colectinas (lectinas colagenosas). Sao oito as colectinas conhecidas
atualmente: além da MBL, a proteina surfactante A (surfactant protein A, SP-A), a
proteina surfactante B (surfactant protein B , SP-B), a colectina hepatica 1 (CL-L.1), a
colectina placentaria (CL-P1), a conglutinina, a colectina de 43 kDa (CL-43) e a
colectina de 46 kDa (CL-46). Como parte do sistema imune inato, as colectinas t€ém
papel crucial na primeira linha de defesa contra microrganismos. Com excecao de CL-
P1 e CL-L1, que se apresentam no citosol € na membrana celular, respectivamente, as
demais colectinas sao soliveis e secretdrias (van de WETERING, van GOLD e
BATENBURG, 2004). A MBL tem estrutura homéloga ao Clq. E uma das proteinas
de reconhecimento de padrées de patégenos (PRPs) do sistema imune inato,
pertencendo assim a mesma classe dos receptores macrofigicos de manose, dos
receptores do tipo scavenger e dos receptores toll-like, (TAKAHASHI, MICHELOW e
EZEKOWITZ, 2006), colaborando na distin¢cao do que € proprio € nao-proprio através
do reconhecimento de padroes moleculares especificos (pathogens-associated
molecular patterns - PAMPs), neste caso os terminais do grupo manose € de outros

acucares, presentes na superficie de bactérias, fungos e parasitas (TURNER, 1996). A
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MBL € capaz de ativar a cascata do complemento de maneira independente de
anticorpos através da interacdo com serina-proteases, constituindo a chamada via das
lectinas, e funciona também diretamente como opsonina, através da interagdo com
receptores especificos localizados na superficie de macréfagos (BOUWMAN, ROPEP
e ROOS, 2006).

O nome anteriormente ultilizado, mannan-binding protein foi substituido
por mannan-binding lectin, uma vez que a abreviatura (MBP) ja era a estabelecida
para a proteina ligante de mielina (myelin-binding protein - MBP) (TURNER, 1996).
Atualmente os termos ultilizados sdo mannose-binding lectin (lectina ligante de
manose) ou mannan-binding lectin (lectinal ligante de manana), sendo manana

(mannan) um polimero de manose.

3.2.2 Estrutura molecular

A MBL € produzida principalmente no figado. Em roedores, em coelhos
e em macacos rhesus foram identificadas duas formas de MBL (MBL-A e MBL-C),
enquanto que em humanos e em chimpanz€és apenas uma forma se faz presente
(EZEKOWITZ, DAY e HERMAN, 1988). Ap6s redugao na presenga de SDS (dodecil
sulfato de s6dio), a MBL se apresenta como uma banda tnica na eletroforese, e é
caracterizada por trés sub-unidades de cadeias polipeptidicas de 32 kDa
(TAKAHASHI, MICHELOW e EZEKOWITZ, 2006).

A unidade basica das colectinas € um trimero (figuras 3 e 4). Nas
unidades monoméricas, quatro dominios estruturais podem ser distinguidos: um
dominio N-terminal rico em cisteina, um dominio de coldgeno, um dominio helicoidal
que forma o pescoco € um dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) (van de
WETERING, van GOLD e BATENBURG, 2004).

O arranjo final dos trimeros de MBL em seres humanos € formado
basicamente por oligbmeros que variam de 2 a 6 unidades, de peso molecular de até
500 kDa, que formam estruturas quaternarias semelhantes a de um buqué de tulipas e a
de Clq. Acredita-se que as formas predominantes em humanos sao dimeros, trimeros e

tetrameros (KILPATRICK, 2002).
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FIGURA 3 - IMAGEM CRISTALOGRAFICA DA REGIAO DE RECONHECIMENTO DE
CARBOIDRATOS (CRD) E DA REGIAO DO PESCOCO DA SUB-UNIDADE DA MBL

Calcio

Sitio de reconhecimento de
carboidratos (CRD)

Regido hidrofébica do pescogo

A unidade basica da MBL, que € composta por 3 cadeias polipeptidicas de 32 kDa, isoladamente nfo
tem a capacidade de ativagio do complemento (adaptado de WEIS ¢ DRICKAMER, 1992)

FIGURA 4 — OLIGOMERIZACAO DA PROTEINA MBL
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O dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) é seguido por um dominio em o-hélice que
compde o pescogo, um dominio semelhante ao coldgeno ¢ um dominio N-terminal rico em cisteina.
Trés dominios da regido do pescogo, formam uma estrutura tripla helicoidal e os trés dominios de
coldgeno formam uma tripla hélice, levando a formagio de uma sub-unidade trimérica. As sub-
unidades triméricas se agrupam subseqiientemente através dos residuos de cisteina no dominio N-
terminal e formam oligdmeros maiores (adaptado de DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006).
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A MBL ativa o complemento através da intera¢do com uma protease
denominada MASP-2 (MBL-associated serine protease-2, serina-protease associada a
MBL-2), quando ocorre entao a clivagem dos componentes C2 e C4 e a formagao da
C3 convertase C4bC2a (TAKAHASHI, MICHELOW e EZEKOWITZ, 2006) (figura
5).

FIGURA 5 - REPRESENTACAO DA ATIVACAO DO COMPLEMENTO PELO COMPLEXO
MBL-MASP-2

O processo ocorre na superficie da célula-alvo. Em (A) observamos o encontro do
complexo MBL-MASP-2 com grupos agucares da superficie de patdgenos e a clivagem de
C4. Em (B) ha a clivagem de C2, com formacio de C4b2a (C3 convertase) e a clivagem de
C3 (C). Em (D) observamos a deposi¢do de C3b na superficie do patégeno (adaptado de
DOMINIC, 2001).

3.2.3 Genética da MBL
A proteina MBL € codificada por um gene que se localiza no brago longo

do cromossomo 10 na regido ql1.2-q21 (figura 6), € denomina-se MBL2 (MBLIPI &
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um pseudogene). O gene € composto por 4 éxons, além do €xon O, entre as regides
promotoras O e 1, o qual nao € transcrito. As bases moleculares para a defici€ncia de
MBL sao mutagdes de ponto localizadas no primeiro dos quatro €xons do gene,
resultando em falha da oligomerizagdo das unidades triplas basicas. Como
conseqiiéncia, ocorre uma menor interacao com os residuos de sacarideos na superficie
dos microrganismos € menor capacidade de fixacao de complemento (KILPATRICK,
2002). Mutacdes na regiao promotora do gene também influenciam a concentracao
sérica da proteina (MADSEN et al., 1995).

O éxon 1 corresponde a regido estrutural do gene e codifica para o
dominio N-terminal e parte do dominio de coldgeno da cadeia. O éxon 2 codifica para
o restante da cadeia de colageno. O dominio do coldgeno € onde ocorre a interagcao
com a MASP2 e posterior ativacao do complemento. O éxon 3 codifica para uma
regido intermedidria, sitio de reunido das triplas hélices de coldgeno. O éxon 4
apresenta as seqii€éncias que codificam o dominio de reconhecimento de carboidratos
(CRD) e de uma regiao nao-traduzida (DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006).

As mutagOes estruturais no gene MBL2 sdo os determinantes mais
importantes dos valores séricos da proteina, enquanto que as variantes da regiao
promotora influenciam na expressao do gene. As trés mutagGes mais freqiientes estao
no éxon 1 (nos cédons 52, 54 e 57, designados D, B e C, respectivamente) do gene
MBL?2. O alelo selvagem do éxon 1 recebe a denominagdo de A e os alelos variantes
recebem em conjunto a designacdo de O. As trés regides polimérficas na regiao
promotora que influenciam na concentracdo sérica da proteina localizam-se nas
posicoes -550, -221 e +4, e os alelos correspondentes recebem as denominagdes de
H/L, X/Y e P/Q, respectivamente (KILPATRICK, 2002). Individuos homozigotos para
as mutacoes do €xon 1 produzem quantidade de MBL indetectavel por ELISA e sem
capacidade de ativar complemento. Pacientes heterozigotos produzem unidades
basicas de MBL em sua maioria monoméricas, enquanto que individuos homozigotos
para o alelo selvagem A produzem dimeros, trimeros, tetrameros e oligdmeros
maiores, com maior capacidade de ativagdo de complemento (BOUWMAN, ROPEP e
ROOS, 2006). A habilidade de ligacdo da proteina a microrganismos depende da
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formacao de oligbmeros maiores, uma vez que a afinidade de ligacio de um tnico
CRD com os acucares € baixa, e a oligomeriza¢do permite diversas ligacOes de alta
avidez simultineas (DOMMETT, KLEIN ¢ TURNER, 2006).

A mutacao mais frequente na populacdo européia encontra-se no cédon
54 do €xon 1, a qual resulta da substituicao do aminoécido glicina por acido aspartico.
Outras duas mutagGes de ponto ocorrem nos coédons 52 € 57, com a substitui¢ao de
arginina por cisteina e de glicina por acido glutamico, respectivamente. A frequéncia

de cada mutacao do €xon 1 varia de acordo com a populacao estudada (tabela 1).

FIGURA 6 - CARACTERISTICAS DO GENE MBL2.

Regido promotora 0

Exon 0

Regiao promotora 1
-550, H/L (G>C)
221, Y/X (G>C)

+4, P/Q (C>T)

Exon 1 (normal: A)

nt. 223, D (C>T, Arg52Cys)
nt. 230, B (G>A, Gly54Asp)
nt. 239, C (G>A, Gly57Glu)

Exon 2
Regides ndo-traduzidas Exon 3
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Estdo representadas as mutacdes estruturais do éxon 1, dando origem aos alelos mutantes B, Cou D e
as da regido promotora. Também aparecem na figura os éxons responsaveis pela codificacdo de cada
parte da molécula (adaptado de DOMMETT, KLEIN ¢ TURNER, 2006).

As mutagdes observadas na regido promotora do gene MBL2 ocorrem
nas posi¢des —550, onde o dimorfismo conta com os alelos H e L, na posicao —221,

com os alelos Y e X, e +4, com os alelos P e Q. Os dimorfismos H/L e X/Y permitem a
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modula¢do em nivel transcricional, com producdao de MBL H >L e Y >X. Ainda, os
haplotipos que contém o alelo usual A associado a um alelo X, produzem
concentracdes semelhantes aos alelos estruturais variantes B, C e¢ D. Devido ao
desequilibrio de ligacao entre as variantes de codifica¢io e de regulacdo, o nimero de
haplétipos nas populacdes humanas € limitado, restringido-se a poucos haplotipos
(HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, HYPD, LYQC e LYPB) (THIEL, FREDERIKSEN e
JENSENIUS, 2005).

Também ja foram descritas mutagdes em outras regides do gene MBL2,
localizadas no €xon 4, que também podem contribuir para as concentragées circulantes

da proteina (BERNIG et al., 2005)

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DOS ALELOS MBL2 EM DIFERENTES POPULACOES

Populacao Alelo selvagem A Alelo D Alelo B Alelo C
223 C>T 230 G>A 239 G>A
Europeus 0,79 0,06 0,14 0,01
Africanos 0,75 0,02 0,01 0,22
Chineses 0,88 0,01 0,11 0
Japoneses 0,75 0 0,25 0
Esquimés 087 0 0,13 0
Aborigenes
australianos 1,00 0 0 0
Indigenas
argentinos 0,54 0 0,44 0,02
Euro-brasileiros 0,82 0,063 0,11 0,003
indios Kaingang 0,70 0 0,29 0,004
(Brasil)
Indios Guarani 0,56 0 0,44 0
(Brasil)

A mutagio mais freqiiente € a do cédon 54 (B), com exce¢do da populagio africana, onde a mutag¢io
no cddon 57 (alelo C) € mais frequente (adaptado de KILPATRICK, 2002 e BOLDT, 2006).
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A tabela 2 mostra a frequéncia dos haplotipos MBL2 em diferentes
populacdes e a frequéncia de homozigotos para as mutagdes. Dos portadores das
mutacoes para a regido codificadora, o haplotipo LYQC € encontrado principalmente
nas populacdes africanas abaixo do Sahara, o haplétipo HYPD em caucasianos € 0
LYPB em asiaticos € nativos americanos. As mutacdes no gene MBL2, incluindo as da
regido promotora, sao comuns, com freqii€ncias excedendo até 30% da populacao em

certas areas.

TABELA 2 - FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS MBL2 EM DIFERENTES POPULACOES, E
FREQUENCIA DE HOMOZIGOTOS PARA AS MUTACOES

Haplotipos MBL2 Genétipo

HOMOZIGOTO
n  HYPA LYQA LYPA LXPA LYPB LYQC  HYPD

Populagio 00

Mogambieans 154 0,06 027 0,30 0,03 0 024 0 0,06
Chiriguanos® 43 (,54 0,01 0,02 0,01 042 0 0 0,14
Mapuches* 25 0,38 0 0,08 004 046 0,04 0 0,16

Caucasianos 61 031 019 004 026 0,11 0,03 0,06 0,03
Quenianos 250 008 025 0,13 024 002 024 0,04 0,13
Esquimés 72 0,81 0 0,04 0,03 0,12 0 0 0,03
Brasileiros 105 026 046 011 0,14 0,21 0,05 0,03 0,09

A coluna homozigotos inclui a soma das combinagdes B/B, C/C, D/D. B/C, B/D e (/D. Em negrito
estdo os haplétipos dominantes. (adaptado de MADSEN et al. 1998 ¢ MESSIAS-REASON et al.,
2006) * tribos indigenas argentinas

A concentragao sérica de MBL € geneticamente determinada e depende
dos dois haplétipos MBL2 herdados dos pais. Pelo fato da MBL ser considerada um
reagente de fase aguda fraco, um aumento na concentracao sérica da proteina de até
trés vezes em resposta a infeccoes pode ocorrer, uma vez que a secre¢ao de MBL pode
ser estimulada pela presenca de citocinas pré-inflamatérias (GABAY e KUSHNER,
1999).
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O genétipo MBL € um bom preditor da concentracao sérica de MBL.
Cerca de 90% dos individuos homozigotos para o alelo A possuem concentragdes
superiores a 0.6 ug/ml, sendo HYPA relacionado as concentracOes altas de MBL
sérica. Cerca de 85% dos individuos heterozigotos (A/0) possuem concentragdes
inferiores a 0.6 pug/ml. Homozigotos para as mutagOes estruturais geralmente t€ém
concentragdes muito baixas de MBL, assim como os individuos homozigotos para o
haplétipo LXPA. Entretanto, dentro do mesmo genétipo uma variagdo da concentragao
da proteina pode ser encontrada entre diferentes individuos (figura 7).

A tabela 3 mostra a freqii€ncia dos genétipos de MBL2 e sua relagdo com

a concentracao sérica da MBL na populacao européia.

TABELA 3 - FREQUENCIA DE HAPLOTIPOS COMBINADOS E CONCENTRACAO SERICA
DE MBL2

Concentracio Concentracio
Gendtipo Frequéncia média de MBL Frequéncia média de MBL
MBIL2 (%) (ng/ml) Gendtipo MBL2 (%) (ng/ml)
HYPA/HYPA 17,64 2500 HYPA/HYPD 4.4 700
HYPA/LXPA 11,76 1400 LXPA/HYPD 2,9 20
HYPA/LYQA 11,76 2400 LYQA/HYPD 2,9 800
LXPA/LXPA 10,29 200 LYPB/LYPB 2,9 20
LYQA/LXPA 8,8 1000 HYPA/LYPA 2,9 1900
LYQA/LYQA 8,8 1900 HYPA/LYPB 1,4 300
HYPA/LYPB 7,3 400 LYPA/HYPD 1,4 600
LYQA/LYPB 4.4 300

As concentra¢des séricas de MBL sfo determinadas pela combinacio de sete haplétipos diferentes. As
concentracdes séricas maiores se encontram relacionadas ao haplétipo HYPA em homozigose. Os
dados apresentados se referem a populagio européia (adaptado de KILPATRICK, 2002).
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FIGURA 7 - CONCENTRACOES SERICAS DE MBL DE ACORDO COM O GENOTIPO
ESTRUTURAL E DA REGIAO PROMOTORA X/Y
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Os espagos cheios representam a distdncia interquartis, e as barras representam a variagdo do 10° ao
90° percentil . Os resultados sdo referentes a pacientes dinamarqueses (adaptado de GARRED et al.,

2003).

3.2.4 Fungoes da proteina MBL

3.2.4.1 Ativagao de complemento:

A ligacao da MBL a microrganismos pode resultar na sua destruicao pela
ativacao da cascata do complemento e formagdo do complexo litico de membrana

(C5b-9) (TURNER, 1996).

3.2.4.2 Opsonizacao e ativacao da fagocitose:

Ao ligar-se a residuos de agucares, a MBL recobre a superficie de

micorganismos-alvo, opsonizando-os para a fagocitose. Para que isso ocorra, €
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necessaria uma interacao do dominio colagenoso com receptores presentes nas células
fagociticas, o que pode resultar na captagdo € morte do microrganismo (DOMMETT,
KLEIN e TURNER, 2006). Um outro mecanismo pelo qual a opsonizacdo pode
ocorrer € pela ativacdo do complemento com deposicdo de C3b nas superficies

ativadoras (figura 8).

3.2.4.3 Modulag¢ao da resposta inflamatoria:

AITTONIEMI et al. (1997), estudando pacientes com suspeita de
infeccao ou com infeccao documentada, encontraram também relacao negativa entre
concentragdes séricas de MBL e de interleucina-1 (IL-1).

Outras evidéncias demonstraram que a concentracdo de MBL influencia
a secrecdo de TNF-q, interleucina-6 e IL-18. A producio in vitro de TNF-o por
mondcitos humanos incubados com Candida albicans aumentou apds pré-incubacgao
das leveduras com MBL (GHEZZI et al., 1998). A adi¢do de concentragdes altas de
MBL a mondcitos humanos incubados com a bactéria Nesisseria meningitidis
diminuiu a secrecdao de TNF-o, IL-18 e IL-6, enquanto que concentra¢cbes menores
aumentaram a secre¢do de IL-6 e IL-18. Tal experimento demonstra o efeito dose-
dependente da MBL sobre a secrecao de IL-6 (JACK et. al, 2001). J& mondcitos
fagocitando formas promastigotas de Leishmania chagasi opsonizadas com MBL,
secretam concentracoes maiores de IL-6 e TNF-a que células que fagocitam parasitas
nao-opsonizados (SANTOS et al,2001). Ainda, em trabalho realizado por
HEGGELUND et al. (2005), se observou um aumento na secrecao de TNF-o por
polimorfonucleares humanos de pacientes infectados pelo HIV e de controles

sauddveis quando estimulados com MBL e co-estimulados com HIV-gp120 e manose.



24

FIGURA 8 - REPRESENTACAO DAS FUNCOES DA PROTEINA MBL
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Em (a) estd representada a ativacdo de complemento através da interacdo com os receptores de
colectinas presentes nas superficies dos fagécitos. Em (b) estd representada a fungdo de auxilio na
remocio de células apoptdticas (adaptado de TURNER, 2003).

Um aumento de produgdo de IL-10 e IL-18 por monécitos humanos
estimulados com componentes nao-lipopolissacarides da Neisseria meningitidis na

presengca de MBL foi observado em experimento realizado por SPRONG et al. (2004).
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As concentragdes de TNF-a, IL-6 e interferon-y nao foram afetadas nesses
experimentos.

NADESALINGAM et al. (2005), em estudo in vitro, observaram um
aumento na secrecao de IL-8, IL-10 e RANTES (uma quimiocina da familia da IL-8) e
diminuicdo da secrecdo de TNF-o por mondcitos humanos incubados com
peptidioglicano (o principal constituinte da parede celular de bactérias Gram-positivas)
e MBL.

Estudando monécitos humanos incubados com MBL em condi¢des
fagociticas (adi¢cao de lipopolissacarideo bacteriano), FRASER et al. (2006)
observaram uma redugao na secre¢ao de citocinas pro-inflamatérias (IL-1a e IL1-B) e
um aumento na secre¢ao de IL-10, IL-6, IL-1Ra (antagonista do receptor de IL-1). Nao
se observou influéncia na secrecao de TNF-q.

O quadro 2 ilustra as acdoes modulatérias da MBL sobre a producao de
citocinas, fagocitose € remocao de células apoptéticas.

A MBL apresenta a capacidade de se ligar ao receptor de Clq
(calreticulina) nos fagocitos, mecanismo pelo qual auxilia na remocao de células
apoptoticas (OGDEN et al., 2001), figura 8.

Em um estudo realizado por GHIRAN et at. (2000), se demonstrou que o
receptor do complemento tipo 1 (CR1/CD35), tanto em sua forma celular quanto
secretoria, funciona como receptor para MBL. Ainda, a MBL pode se ligar
diretamente ao receptor de lipopolissacarideo (LPS) CD14 modulando a liberagcao de
citocinas mediadas por LPS.

PALANIYAR, NADESALINGAM e REID (2004) demonstraram que
tanto a MBL, quanto as colectinas SP-A e SP-D sao capazes de se ligar ao DNA fita
simples e dupla de diversas origens (bacteriano, genOmico € de sintese de
oligonucleotideos), € que a ligacao ocorre através do CRD ou do dominio de colageno.

Por outro lado, ARAI, TABONA E SUMMERFIELD (1993) observaram
in vitro que a transcricdo do gene MBL2 parece ser regulada pela influéncia de
interleucinas (IL), sofrendo um aumento pela acdo de IL-6 e inibi¢do pela IL-1. Essa

nao foi afetada pelo interferon-y, TNF-o e fator de crescimento e transformacao beta
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(TGF-B). Tais dados demonstram que ha assim como a MBL influ€ncia na secrecao de

citocinas e o oposto também € verdadeiro.

QUADRO 2 - MODULACAO DA MBL NA RESPOSTA INFLAMATORIA

Referéncias

Objetivo do Estudo

Observacoes Importantes

SOELL et. al (1995)

Avaliacio da secrecdo de TNF-

Inibi¢do da secrecdio de TNF-o mediada

a por mondcitos humanos | pela MBL

estimulados por polimeros de

glicose e ramnose do

estreptococo
AITTONIEMI et. al | Pacientes  pedidtricos  com |Correlacdo inversa das concentragdes
(1997) suspeita ou portadores de |séricas de IL-1 e MBL

infeccdo

GHEZZI et. al (1998)

Monécitos humanos incubados
com formas leveduriformes de
Candida albicans

Aumento da secrecdo de TNF-o e
vitronectina pelos mondécitos na presenga
da MBL

SANTOS et. al
(2001)

Monécitos humanos infectados
com formas promastigotas de
Leishmania chagasi

Aumento da secre¢io de TNF-a e 1L-6
pelas células que fagocitaram parasitas
opsonizados com MBL

JACK et. al (2001)

Monécitos humanos incubados
com Neisseria meningitidis do
grupo B e MBL

Em altas concentracdes de MBL, inibi¢do
da producdo de 1L-6, IL.-1-8 e TNF-a pelos
mondécitos. Em  concentragBes baixas,
aumento da secrecdo de IL.-1-6 ¢ 1L.-6

SPRONG et. al
(2004)

Mondcitos humanos incubados
com componentes nio-
lipopolissacarides de Neisseria
meningitidis

Aumento da produgdo de IL-18, IL-10
pelos mondcitos. Nenhum efeito sobre a
produgdo de IL.-6, interferon-y ¢ TNF-q

HEGGELUND et. al
(2005)

Mondcitos de individuos
saudaveis e HIV positivos
incubados com MBL e proteina
¢p-120 do virus HIV

Aumento da secre¢io de TNF-a em ambos
0S grupos

NADESALINGAM
et. al (2005)

Monécitos humanos incubados
com peptidioglicano ¢ MBL

Aumento da secre¢io de IL-8, IL-10 e
RANTES. Diminuicio da secrecdo de
TNF-a

FRASER (2006) et.
al

Monécitos humanos incubados
com LPS e MBL

Diminuicio na secrecio de [L-1a. e IL-1B e
um aumento na secre¢do de IL-10, IL-6,
IL-1Ra pelos mondcitos. Ndo houve
influencia na secrecio de TNF-a.

Pode-se observar a natureza pluripotente da MBL, com efeitos diferentes sobre a secre¢do de citocinas
de acordo com cada situagdo, seja clinica ou experimental.

3.2.5 Interagcdes da MBL com células do hospedeiro
3.2.6 Deficiéncia de MBL
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Em 1976, SOOTHILL e HARVEY relataram casos de criangas com
infeccOes de repeticao e deficiéncia de desenvolvimento, cujo soro era incapaz de
opsonizar leveduras in vitro. Tal defici€éncia foi também observada em 5% da
populacao geral. Em 1989 (SUPER et al.) relacionaram pela primeira vez esta
imunodeficiéncia a concentragdes séricas diminuidas de MBL. A capacidade da MBL
de ativar a cascata do complemento foi descrita primeiramente por IKEDA et al. em
1987. Apo6s as descrigdes das mutagdes nos cddons 54 (SUMIYA et al., 1991), 57
(LIPSCOMBE et al., 1992) e 52 (MADSEN et al., 1994) do éxon 1, responsaveis pelas
alteracOes estruturais da molécula da MBL e das variantes da regidao promotora do
gene (MADSEN et al., 1995), responsaveis pela expressao do gene MBL2, o papel
destas passou ser estudado em diferentes doencas infecciosas e auto-imunes.
Atualmente, a deficiéncia de MBL € considerada como a imunodeficiéncia mais
comumente observada (TURNER, 1996). Na infincia, tal imunodeficiéncia esta
associada a infeccoes graves (SUMMERFIELD et al. 1997) e a um risco relativo
maior (cerca de duas vezes) de infec¢des do trato respiratério superior em criangas
menores de dois anos de idade (KOCH et al., 2001). Associacdo da deficiéncia de
MBL com infec¢des graves na fase adulta também foi relatada por outros autores em
um pequeno grupo de pacientes (SUMMERFIELD et al., 1995). Por outro lado, em
outro estudo, DAHL et al. (2004) avaliaram os genétipos MBL2 em 9245 pacientes
dinamarqueses € sua associa¢ao com risco de infeccao, doengas comuns (asma, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, insuficiéncia coronariana, abortamento), incluindo
necessidade de hospitalizacdao e 6bito, nao encontrando diferenga estatistica entre os
homozigotos para o alelo selvagem (A/A), os heterozigotos (A/0O) e os homozigotos
para as mutagdes (0/0). Considerando-se como variavel o €xito letal, o estudo teve

um seguimento de 8 anos.

3.2.7 MBL e infeccoes
A influéncia da MBL na suscetibilidade e no curso clinico de doencas

infecciosas tem sido o objetivo de numerosos estudos.
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A capacidade de ligagio da MBL com intimeros patégenos entre eles
bactérias (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Escherichia coli e outras), virus (influenza, HIV, Herpes simplex 2), fungos (Candida
albicans, Aspergillus  fumigatus) e protozoarios (Plasmodium  falciparum,
Trypanozoma cruzi) ja foi demonstrada em estudos anteriores (DOMMET, KLEIN e
TURNER, 2006).

O papel do gene MBL2 na infeccao pelo virus da hepatite B (HBV) ainda
€ controverso. THOMAS et al. (1996) encontraram uma freqii€ncia maior da mutagao
do cédon 52 (alelo D) em pacientes europeus portadores de hepatite B aguda e hepatite
B cronica (11% e 27%, respectivamente, versus 4% em controles saudaveis de origem
caucasiana). A frequéncia de mutagGes dos cddons 54 e 57 foi semelhante em todos os
grupos. Por outro lado, CHEONG et al. (2005), estudando pacientes chineses
portadores assintomaticos do virus B, portadores de hepatite B cronica inativa,
portadores do HBV com doenga ativa e cirréticos, nao encontraram relacdao entre
mutacoes do codon 54 (mutagio Unica encontrada em orientais) com a progressao da
doenca.

SASAKI et al. (2000), estudando 52 pacientes portadores de hepatite C e
50 controles sauddveis, encontraram um aumento nao-significante da freqii€ncia da
mutacdo do coédon 54 (32.9% vs 21%), sendo que todos os pacientes portadores do
alelo mutante eram portadores de hepatite cronica ativa ou cirrose hepatica.
PEDROSO (2004), estudando pacientes portadores de hepatite C crOnica, encontraram
uma freqii€ncia maior do gendtipo YA/YO (responsiavel por concentracOes séricas
intermediarias de MBL) em pacientes com fibrose hepatica moderada/grave, quando
comparados a controles saudaveis. Tais resultados sugerem que a MBL pode exercer
influéncia na progressao da doenca.

Os efeitos da MBL na transmissdo e progressao da infeccao pelo HIV
ainda sdo objetos de controvérsia, havendo estudos que mostram associa¢do positiva
(GARRED et al., 1997), nenhum efeito (McBRIDE et al., 1998) ou efeito protetor em

relacdo a infec¢do mas deletério quanto a progressao (ZEN, 2005).
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Em relacdo a ocorréncia de infeccoes no LES, GARRED et al. (1999a)
observaram uma maior taxa de infeccOes, especialmente pneumonia, em pacientes
caucasianos portadores dos alelos variantes em homozigose quando comparados aos
portadores do alelo normal. Os mesmos autores, estudando 149 pacientes caucasianos
portadores de fibrose cistica, observaram que os portadores dos alelos variantes
apresentavam funcdo pulmonar reduzida, maior taxa de infec¢des por Pseudomonas
aeurigonsa € Burkholderia cepacia € menor expectativa de vida em relacdo aos
pacientes homozigotos para o alelo normal (GARRED et al., 1999b).

Uma vez que infec¢des, como a causada por Chlamydia pneumoniae
passaram a ser estudadas como possiveis causadoras dos eventos iniciais que levam a
doenca arterial coronariana (DAC), uma importancia passou a ser dada ao papel da
MBL no desenvolvimento da aterosclerose. MADSEN et al. (1998) observaram uma
freqiiéncia elevada de homozigose dos alelos variantes do MBL2 em pacientes
portadores de aterosclerose grave, quando comparados a controles.

També, ja foi observada associacao dos genétipos relacionados a
concentragOes séricas menores de MBL com infec¢des pds-quimioterapia € a sindrome
da resposta inflamatoéria sisttmica (DOMMET, KLEIN e TURNER, 2006).

Em relacdo a infec¢ao por microrganismos intracelulares que ultilizam os
receptores de C3 (CR1) para invadirem as células do hospedeiro, ha evidéncias que
concentracdes s€ricas baixas de MBL possam exercer um efeito protetor contra essas
infeccoes. Sao compativeis com esta hipotese os achados na leishmaniose visceral
(SANTOS et al., 2001), na meningite tuberculosa (HOAL-VAN HELDEN et al.,
1999) e na forma lepromatosa da hanseniase (DORNELLES, PEREIRA-FERRARI,
MESSIAS-REASON, 2006; MESSIAS-REASON et al., 2007).

3.2.8 MBL e outras doencas

Estudos recentes t€ém abordado a relagdo do polimorfismo génico MBL2
e/ou as concentragOes s€ricas da proteina com a patogénese de doencas inflamatorias.
A MBL nao reconhece em condi¢des de homeostase os tecidos do préprio organismo,

porém, em algumas situagdes, principalmente relacionadas a estresse oxidativo, como
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0 que se observa na injtria pos-reperfusaio (COLLARD et. al, 2000) e no infarto
agudo do miocardio (JORDAN et. al., 2003) ou a alteracao de superficies celulares
causadas por glicosilagdo, fendmeno observado no diabetes mellitus (HANSEN et. al,
2003), tal interacao pode ocorrer, levando a ativagao do sistema complemento.

IP et al. (2000), estudando 211 pacientes de origem chinesa portadores
de artrite reumatdide (AR), encontraram associa¢do do alelo B e de concentragcdes
séricas baixas da proteina com o desenvolvimento da doenca. Ainda, as mutacoes € as
concentracdes baixas foram associadas a doenca erosiva € a manifestagOes extra-
articulares graves. Ja GRAUDAL et al. (2000) associaram concentracdes séricas
baixas de MBL a um pior prognostico na AR, incluindo indices radiograficos menos
favoraveis, possivelmente devido a acio moduladora que essa proteina exerce sobre a
secrecao de TNF-o, molécula central na patogénese da AR. Por outro lado,
SAEVARSDOTTIR et al. (2001), n3ao observaram frequéncia aumentada de
deficiéncia de MBL em 65 pacientes islandeses portadores de AR acompanhados
prospectivamente e 63 mulheres analisadas retrospectivamente. Porém, as
concentragdes baixas da proteina foram associadas a uma pior progressao radioldgica.

Outros autores também observaram associacdao dos genodtipos
relacionados a menor producao de MBL com o desenvolvimento de LES,
provavelmente devido a remocao deficiente de imunocomplexos (DAVIES et al.,
1995). Demonstrou-se também que complicagdes trombéticas no LES estao associadas
a gendtipos mutantes homozigéticos desta proteina (OHLENSCHLAEGER et al.,
2004). Recentemente, uma meta-andlise incluindo 15 estudos abordando o
polimorfismo da MBL no LES (LEE et al., 2005), levou os autores a concluir que as
mutacoes do cdédon 54 (alelo B), da regidao promotora -550 (alelo L) e da regiao
promotora —221 (alelo X) representam fatores de risco para o desenvolvimento do

LES.

ConcentracOes séricas baixas de MBL também foram associadas a
dermatomiosite do adulto, provavelmente relacionadas ao papel da MBL na remocao

de queratinécitos apoptoticos (WERTH et al., 2002) e a doenga de Behget, sendo que
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nesses pacientes observou-se uma associacdo da gravidade da doenca com

concentragées muito baixas de MBL (<100 ng/ml).

3.3 Serina proteases associadas a MBL (MASPs)

Compde também a via das lectinas, além da MBL, as serina-proteases
associadas a MBL (mannan-binding lectin —associated serine proteases — MASPs) e
as ficolinas. Em 1992, MATSUSHITA e FUJITA descreveram uma nova enzima com
a capacidade de levar a formacgao da C3 convertase C4b2a, a qual denominaram de
MBL-associated serine protease 1 (MASP-1, serina protease associada a MBL). Em
1997, THIEL et al. demonstraram que tal atividade era principalmente mediada por
outra enzima, entdo denominada MBL-associated serine protease 2 (MASP-2). Mais
tarde, foram identificadas a MASP-3 (STOVER et. al, 2001) e uma proteina nao-
enzimatica denominada MAp-19 ou sMAP - um fragmento da MASP-2 com quatro

aminoacidos adicionais (STOVER et. al, 1999) (figura 9).

FIGURA 9 — COMPONENTES DA VIA DAS LECTINAS

Supnerficie bacteriana \A

A ativagdo de complemento pela via das lecinas ocorre quando o complexo MBL-MASP-2 entra em
contato com uma superficie ativadora, geralmente composta por carboidratos (adaptado de FUJITA,
2002).
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As ficolinas (H-ficolina, L-ficolina € M-ficolina, sendo as duas primeiras
proteinas humorais e a tltima presente na superficie de mondcitos) também ativam o
complemento via MASP-2 (MATSUSHITA e FUJITA, 2002) (figura 9). Estas diferem
da MBL pelo fato de ndo apresentarem um dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD), mas sim um dominio semelhante ao fibrinogénio. As ficolinas
nao sao lectinas no sentido estrito do termo, isto €, proteinas que se ligam
exclusivamente a carboidratos, pois possuem afinidade indiscriminada por grupos
acetil (SORENSEN, THIEL e JENSENIUS, 2005).

A ativacdo do complemento via MBL e ficolinas € dependente da sua
associacdo com as MASPs, portanto hipoteticamente a deficiéncia destas teria

conseqiiéncias mais amplas que a defici€ncia da prépria MBL.

3.3.1 Genética e Estrutura

O gene MASP2 esta localizado no cromossomo 1p36.23-31, contém 12
éxons e 6 diferentes dominios: CUB1 (dominio encontrado nos componentes do
complemento Clr/Cls, Uegf e proteina Ossea morfogénica 1), dominio EGF
(semelhante ao fator de crescimento epidérmico), CUB2, dominios CCP (proteina de
controle do complemento) 1 e 2 e dominio serina-protease (SP) (STOVER et al., 2001)
(figura 10).

A proteina MASP-2 € codificada por 11 éxons. Um tnico éxon (éxon 12)
codifica para a regidao de ligacdo e para a regido serina protease, enquanto os demais
dominios sao codificados por 10 éxons. O éxon 5 do gene MASP2/Map19 permite a
geracdo de um RNAm variante que codifica dois dominios comuns (CUB1 e EGF) e
quatro aminodcidos adicionais C-terminais caracteristicos da Mapl9. O figado € o
unico sitio onde MASP-2 e Mapl9 foram detectadas (SORENSEN, THIEL e
JENSENIUS, 2005).
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FIGURA 10 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DOMINIOS E EXONS DO GENE
MASP2/MAp19

MAp19

CUB1 EGF 4 aminoacidos

mRNA

5

mRNA

CUB1 EGF CUB2 CCP1 CCP2 ligagdo SP

MASP-2

A proteina sMap é codificada pelos éxon 2, 3, 4 e 5, sendo que este ultimo codifica para 4
aminoacidos. O éxon 1 representa uma regido nfo-traduzida. (adaptado de SORENSEN, THIEL e
JENSENIUS, 2005).

O gene MASPI ¢ composto por 17 éxons e se localiza no cromossomo
3q27-28. Através de splicing alternativo, o0 mesmo codifica para as proteinas MASP-1
e MASP-3. A regido nado-catalitica N-terminal de ambas as proteinas € idéntica e esta
na dependéncia dos 10 primeiros éxons. A regidao de ligacdo e a regido C-terminal
serina protease da MASP-1 € codificada por 6 €xons e da MASP-3 por um tinico éxon
apenas. O sitio primario de producao de MASP 1 e de MASP-3 é o figado
(SCHWEABLE, 2002).
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3.3.2 Interacao MASPs/MBL

Esta associacdo se apresenta em padrOes diferentes de acordo com a
MASP presente neste complexo. Oligdmeros menores de MBL contém MASP-1 e
MAp-19, enquanto que oligdmeros maiores apresentam a MASP-2. Atualmente,
apenas a MASP-2 tem uma funcao claramente definida na ativacao do complemento.
Esta inicialmente cliva C4 e posteriormente C2, originando a C3 convertase, C4b2a
(WALLIS, 2007). A MASP-1 cliva C4, mas nao C2, sendo portanto incapaz de ativar
o complemento isoladamente, mas pode aumentar a ativacao via complexos MASP-
2/MBL (CHEN e WALLIS, 2004). A MASP-3 também ¢ amplamente relacionada a
oligdbmeros maiores € exerce uma inibicdo competitiva da ligacio da MASP-2 com a
MBL, tendo uma func¢do aparentemente regulatéria (DAHL et. al, 2001).

A ligagao MASP-2/ MBL ocorre entre os dominios de colageno da MBL
e os dominios N-terminais CUB1-EGF-CUB2 da MASP-2, ligacdo esta dependente de
calcio. Em estudo recente, TEILLET et al. (2007) demonstraram que a mesma ocorre
através do aminodcido lisina posicionado na regidao 55 da cadeia colagenosa. A
ativacao da MASP-2 através da MBL, se da pelo aumento da autocatilise quando a
MBL se liga a uma superficie ativadora (WALLIS, 2007). O mecanismo de acao mais
provavel para a ativacao da MASP-2 € o rearranjo das sub-unidades de MBL no
momento da ligacdo com uma superficie ativadora. As mudangas conformacionais no
oligbmero MBL possibilitam o alinhamento das regides flexiveis da MASP2,
permitindo que o sitio catalitico de uma delas entre em contato com a regiao de ligacao
da outra (CCP2-SP), com clivagem subsequente e seguimento da ativagao da cascata

(WALLIS, 2007) (figura 11).

3.3.3 Mutagdes no gene MASP2 e associacao com doencgas

Deficiéncia hereditaria de MASP-2 foi relatada pela primeira vez em

2003 em um paciente masculino com pneumonias pneumocdcicas de repeticao e
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manifestacdes auto-imunes (sintomas articulares, mialgias, presenca de anticorpo
antinuclear). Neste paciente foi encontrada uma mutagdo de ponto (adenina por
guanina) no cédon 120 (D120G, ¢.359A>G, c6don 105 na proteina madura) do éxon 3,
em homozigose. O mesmo apresentava atividade desprezivel da via das lectinas, e
familiares heterozigotos para a mutagdo demonstravam atividade abaixo do 5°
percentil (STENGAARD-PEDERSEN et. al, 2003). A mutacdo em questdo altera a

estrutura do dominio CUBI na proteina madura, o qual € critico para a ligacdo com a

MBL (figura 12).

FIGURA 11 - ATIVACAO DA MASP-2
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O contato do complexo MASP-2/MBL com uma superficie de carboidratos leva a mudancas
conformacionais nas sub-unidades de MBL através da regido flexivel, permitindo assim a ativacdo da

MASP-2 (adaptado de WALLIS, 2005)

A partir de entdo o polimorfismo do gene MASP2 passou a ser estudado

em associacdo com doencas inflamatdrias e infecciosas.

Em 293 criangas polonesas com infeccdes recorrentes do trato

respiratédrio superior, CEDZYNSKI et al. (2004) observaram uma crianca portadora da
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mutacdo D120G em homozigose e uma crianca heterozigota para a mutacao. Ambas
apresentavam a atividade da via das lectinas reduzida (deposi¢ao de C4b) analisada
através de ELISA .

STOVER et. al. (2005), estudando a mesma mutacdo em 314 trios de
pacientes britanicos portadores de psoriase e seus pais, 894 individuos no total) e em
129 trios controle, ndo observaram diferencas na frequéncia do alelo mutante entre
pacientes e individuos saudaveis (0,0379 vs 0,0379, respectivamente).

Ja YTTING et al. (2005) mediram as concentracdes séricas de MASP-2
em 605 pacientes pré-operatorios de cancer colorretal e em 105 controles, observando
valores significativamente maiores de MASP-2 no grupo de pacientes. Ainda, houve
correlacdo das concentragoes de MASP-2 com as taxas de recorréncia do cancer e de
mortalidade O ndmero de infecgOes pos-operatorias nao foi relacionada as
concentragdes da proteina.

A mutag¢ido D120G foi analisada em 109 pacientes portadores de fibrose
cistica (OLESEN et al., 2006). Os autores ndao observaram relacdo da apresentagiao da
mesma em heterozigoze com a ativacao do complemento através da MBL nem com a
funcao pulmonar dos individuos. Neste mesmo estudo os autores identificaram uma
paciente portadora de doenca pulmonar grave, homozigota para a mutagido. Desta
maneira, concluiram que a disfuncao total de MASP-2 pode ser um importante fator
modulador da doenc¢a pulmonar na fibrose cistica.

LOZANO et. al (2005), estudando o polimorfismo genético da MASP2
em um grupo de 65 africanos e 104 espanhdis, encontraram 3 novas variantes do gene
no éxon 3, dominio CUB1, nas posicoes 84 (Arg/Gln), 103 (Arg/Cys) e 111 (Pro-Leu).
As variantes 84, 103 e 111 foram encontradas somente em africanos (3,6%, 1,8% e
3,6%, respectivamente). A variante D120G foi observada de maneira semelhante em
ambos os grupos (3 espanhéis, 1,4% e 2 africanos, 2%), frequéncia menor do que a
observada em dinamarqueses (5,5%) (STENGAARD-PEDERSEN et. al, 2003).

Recentemente, THIEL et al. (2007) analisaram a freqii€ncia da mutacao
que resulta na duplicagido de quatro aminoacidos (p.156_159dupCHNH), assim como

das mutacoes de ponto p.R99C, p.R118C, p.D120G, p.P126L e p.V377A em africanos
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de Zambia, chineses de Hong Kong, caucasianos dinamarqueses, indios brasileiros e

Inuits da Groelandia ocidental e oriental (tabela 1).

TABELA 1 - FREQUENCIA DOS QEN()TIPOS PORTADORES DE ALELOS VARIANTES
MASP2 EM DIFERENTES POPULACOES

Africanos Chineses Caucasianos Inuits Inuits Amerindios
(n=194) (n=573) {(n=350) ocidentais orientais brasileiros

(n=41) (n=96) (n=324)

p.R99Q AG 30(15,5%)  NR 1(0,1%) 0 0 2 (0,6%)
AA 1(0,5%) 0 0 0 0
p.R118C cT 0 NR
T
p.D120G AG 0 0 27 (17%) 3 (1.3%) 0
GG 0 0 0 0 0
p.P126L CT 50 (25,7%) 0 0 0 0 4 (1,2%)
T 6(3%) 0 0
p.156_159dup 0 3(0,26%) 0 0 0 0
p.V377A TC 49 (252%)  NR 7 (1,3%) 0 14 (14,5%) 25 (7,7%)
CC 8 (4,1%) 0 0 0 1 (0.3%)

Trés mutacdes foram observadas na populagéo de indios brasileiros (adaptado de THIEL et. al, 2007).
NR: ndo-realizado.

As concentracdes séricas de MASP-2 encontravam-se reduzidas nos
individuos portadores das mutacdes p.156_159dupCHNH, p.D120G, p.V377A e

p-P126L e aumentadas nos portadores da variante p.R99C, mas a atividade da via das
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lectinas era nao-funcional apenas nos individuos homozigotos para a mutagdo
p-P126L (figura 12). Excetuando-se a variante p.D120G, ainda ndo sao relatadas
associagOes destas mutagdes com doencas, as quais se tornam objetos interessantes
para estudos futuros.

Deficiéncias de MASP-1 e MASP-3 ainda ndo foram relatadas
(SORENSEN, THIEL e JENSENIUS, 2005).

FIGURA 12 — REPRESENTACAO DOS POLIMORFISMOS CONHECIDOS DO GENE MASP2.

R99Q
R118C

DI20G D371Y
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Os polimorfismos p.156_159dupCHNH e p.V377A estio associados a baixas concentracdes séricas de
MASP-2, mas com atividade normal de ativacio de complemento. O polimorfismo p.D120G em homo
ou heterozigoze e o polimorfismo p.P126L em homozigose comprometem a fung@o da via das lectinas
(adaptado de THIEL et al., 2007)
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3.4. Febre reumatica
3.4.1 Generalidades

A febre reumatica (FR) pode ser caracterizada como uma doenca
inflamatoria de cardter auto-imune que se desencadeia apés a infec¢do de orofaringe
pelo estreptococo do grupo A de Lancefield (EGA). Sua caracteristica cldssica
anitomo-patoldgica € o dano as fibrilas do colageno e a matriz do tecido conjuntivo. O
processo inflamatério envolve miltiplos Orgdos: primariamente o coragdo, as
articulacdes, a pele e o sistema nervoso central. As manifestacdes clinicas da FR
seguem uma infeccdo de orofaringe pelo EGA, com um periodo de laténcia de
aproximadamente 3 semanas. A maior importancia da FR encontra-se no fato que a
mesma € capaz de causar fibrose das valvulas cardiacas, com sérios prejuizos

hemodinamicos ao paciente (DAJANI, 1997).

A FR € a causa mais comum de doenga valvular adquirida em criancas e
adultos jovens em todo o mundo. Embora sua incidéncia tenha diminuido nas dltimas
décadas, principalmente nos paises desenvolvidos, a FR ainda permanece como um
sério problema de sadde publica nos paises em desenvolvimento (GIBOFSKY e
ZABRISKIE, 2001). As razdes para as flutuacdes na incidéncia da doenca ainda nao
estio totalmente compreendidas e, embora a FR esteja sendo estudada extensivamente,
a sua patogé€nese ainda nao estd completamente esclarecida (GUILHERME et. al.,

2005).

3.4.2 Epidemiologia

A incidéncia da FR comeg¢ou a diminuir apdés a introdug¢ao dos
antibidticos na pratica clinica, caindo de 250 para 100 pacientes por 100.000
habitantes na Dinamarca, entre os anos de 1862 a 1962 (DAJANI, 1997). A introdugao
dos antibidticos em 1950, rapidamente acelerou seu declinio, at€ que nos anos 80,
nesse mesmo pafs, a incidéncia variava de 0,23 a 1,88 pacientes por 100.000
habitantes, principalmente entre criancas € adolescentes (GORDIS, 1985). Em muitos

paises em desenvolvimento, a incidéncia da FR ainda se aproxima ou excede 100
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casos para 100.000 habitantes. Na América do Sul, a incidéncia da doenca variade 1 a
17 pacientes por 1000 habitantes (DAJANI, 1997). No Brasil, acredita-se que a
incidéncia da doenca esteja proxima de 1 para 1000 (BERTOLETTI, 2004). ALVES
MEIRA et al. (1995), em estudo realizado de mar¢o 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. De acordo
com dados obtidos junto ao DATASUS, entre os meses de fevereiro de 2006 e 2007,
foram realizadas 716 internacdes decorrentes de cardiopatia reumatica cronica no pafs,
a um custo de R$ 6.641.94 por internagao, totalizando um gasto de R$ 4.687.652.00,
enquanto que a antibioticoprofilaxia da FR giram em torno de R$ 190.00 por ano
(dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA).

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

As caracteristicas epidemioldgicas da faringite pelo estreptococo e da
FR, devido a relacdo intima entre as duas doencas, sdo bastante semelhantes. A chance
da FR aguda se desenvolver apés um ataque de orofaringite pelo EGA € de cerca de
0,3 a 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 populacoes mais suscetiveis ao desenvolvimento
de faringite estreptococica, como aquelas que habitam em ambientes mais populosos,
tais como estabelecimentos militares e aquelas em contato com criangas em idade
escolar. TORRES et al. (2000) observaram a presenca do EGA na orofaringe de 76.9%
de 1768 criangas de 16 abrigos na cidade de Curitiba/PR, sendo que a maioria delas

apresentava sintomas de infec¢ao de vias aéreas superiores no momento da coleta.
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3.4.3 Caracteristicas clinicas

A apresentagdo clinica da FR aguda € bem varidvel, sendo que a falta de
alguma caracteristica patognomoénica resultou no desenvolvimento dos critérios de
Jones modificados (JAMA, 1992) que sao usados para o estabelecimento do
diagnéstico (quadro 3). Para diagndstico de FR sao necessarios dois critérios maiores
ou 1 maior e dois menores, além da evidéncia prévia de infec¢do estreptococica.

Os critérios maiores incluem a artrite, a cardite, a coréia, os nédulos
subcutaneos e o eritema marginado.

Classicamente a artrite da FR aguda afeta varias juntas sucessivamente,
por um periodo curto de tempo. Os membros inferiores sdo acometidas mais
precocemente, seguida dos membros superiores. O termo migratério € comumente
ultilizado, mas nao significa que a inflamacdo desaparece em uma junta € depois
aparece em outra. Geralmente ocorre alguma superposi¢cao, acometendo até 75% dos
pacientes com FR aguda (CARAPETIS, 2005).

A coréia de Sydenham € caracterizada por movimentos involuntarios,
especialmente em face e membros, fraqueza, distirbios da marcha, da fala e dos
movimentos voluntdrios e labilidade emocional. Muitas vezes aparece isoladamente
como manifestagao tardia da FR aguda (CARAPETIS, 2005).

Os noédulos subcutaneos da FR sio indolores e duros, com diametro
variando entre 1 e 2 cm, e sdo localizados em superficies 6sseas ou proeminéncias, €
sobre tenddes. O eritema marginado € uma erup¢do evanescente, nao-pruriginosa,
rosea ou avermelhada, afetando o tronco e as partes proximais dos membros,
poupando a face. As lesdes sdo centrifugas, € o centro apresenta melhora gradativa
enquanto a lesdo se extende. O bordo externo da lesao € bem definido, enquanto que o
centro € difuso. Pelo fato de apresentar forma de anel, recebe também a denominac¢ao
de eritema anular (WILLIAM e ALTO, 1992).

Entre 30-45% dos pacientes exibem cardite como manifestacao clinica,
que pode envolver pericardio, miocardio e endocardio. A valvula mais acometida € a

mitral, na forma de inicialmente insufici€éncia e posteriormente estenose, seguida da
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valvula adrtica (CARAPETIS, 2005). Na revisao classica de BLAND e JONES (1951)
foram identificados 65% de pacientes com cardite entre 1000 pacientes com FR.
Durante o episédio agudo de FR, ha pouco ou nenhum prejuizo
hemodinamico. A principal complicacao da FR € a lesao valvar apds o surto de cardite.
O processo agudo se resolve e deixa cicatrizes nos folhetos valvares. Eventualmente,
ocorre fusdo das comissuras e espessamento do aparato sub-valvular. Episédios

repetidos de valvulite reumaética e cardite aceleram tal processo.

QUADRO 3 — CRITERIOS DE JONES MODIFICADOS PARA O DIAGNOSTICO DE FR AGUDA

Critérios Maiores Critérios Menores
Febre

Cardite Artralgia

Poliartrite FR aguda prévia ou cardiopatia reumatica

Coréia Reagentes de fase aguda elevados

Eritema marginado Proteina C-reativa (PCR)

Nédulos subcutaneos Velocidade de hemossedimentagio (VHS)
Prolongamento do intervalo P-R no eletrocardiograma

Achados Laboratoriais
Evidéncia de infec¢io estreptocdcica prévia
Aumento de antiestreptolisina O ou outro anticorpo estreptococico
Cultura de orofaringe positiva para o EGA
Escarlatina recente

Para que se estabeleca o diagndstico sdo necessarios dois critérios maiores ou um maior ¢ dois
menores, associados a evidéncia laboratorial de infec¢fo prévia pelo estreptococo (JAMA, 1992)

As recorréncias da FR ocorrem mais comumente dentro de 2 anos apds o
surto inicial, sendo que o risco de recorréncia diminui com a idade. At€é 50% dos
pacientes que apresentam a FR podem evoluir para cardiopatia reumatica cronica,
especialmente se eram portadores de cardite no surto inicial (GRIFFITHS, WELTON
e GERSONY, 1990). O exame ecocardiografico apresenta maior sensibilidade para a
deteccao da presenga da CRC. MARIJON et al. (2007), estudando 3677 criangas com
histéria de FR em Cambodja e 2170 em Mocambique, observaram uma prevaléncia de
CRC de 2,2/1000 e 2,3/1000 respectivamente, quando as criancas foram examinadas
clinicamente. Com o uso de ecocardiografia, a prevaléncia aumentou para 21,5/1000 e
30,4/1000, respectivamente. A valvula mais afetada foi a mitral (87,3% dos casos em

Cambodja e 98,4%, em Mogambique).
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3.4.3.1. Cardiopatia reumadtica crOnica

A cardiopatia reumatica cronica (CRC) € a sequela mais grave da FR
aguda e se manifesta clinicamente de 10 a 20 anos ap6s o ataque inicial de FR, sendo a
principal causa de valvulopatia adquirida no mundo todo (figura 13). A principal
valvula acometida € a mitral, sendo que o acometimento da valvula adrtica € menos
frequente. A lesdo cardiaca classica da CRC € a estenose mitral, que pode se
apresentar juntamente com insuficiéncia da vélvula, secundaria a calcificacao valvular
(BRAUNWALD, 1997). Quando os sintomas de aumento de atrio esquerdo aparecem,
corre¢ao cirdrgica se faz necessaria. A incidéncia da CRC em pacientes com historia
de FR aguda varia de 30% a 50% (BLAND e JONES, 1951). A estenose mitral em
adultos € quase sempre resultante de inflamacao pos-reumaética € doenga degenerativa,
que leva a fusdo das comissuras mitrais € ao espessamento das cordodlias tendineas
(BRAUNWALD, 1997). Em casos raros a estenose mitral pode ser secundaria a lesdes
congénitas, sindrome carcindide, lipus eritematoso sist€émico (LES), artrite reumatdide

(AR) e mucopolissacaridoses.

FIGURA 13 - LESAO DA ESTENOSE MITRAL REUMATICA

Ha fusdo das comissuras, com espessamento das cordodlias tendineas e
posteriormente disfungdo valvar (WEILL MEDICAL COLLEGE OF
CORNELL UNIVERSITY, com permissio).
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3.4.4 Patogé€nese

A evidéncia do envolvimento do EGA como agente causador do ataque
inicial e dos ataques recorrentes de FR é forte, porém indireta, sendo baseada em
observacdes 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 estreptocdcica reduz
drasticamente a incidéncia de FR subseqiiente. Além disso, antibioticoprofilaxia
adequada em pacientes com FR definida, reduz os ataques recorrentes da mesma. Os
niveis séricos de anticorpos contra antigenos do EGA (antiestreptolisina O,
hialuronidase e estreptoquinase) estdo aumentados em pacientes com FR aguda,
mesmo quando estes nao se recordam do episodio de orofaringite (GIBOFSKY,
KERWAR e ZABRISKIE, 1998).

O EGA pode ser classificado em dois grupos, de acordo com as
diferencas na regido C da proteina M: um estd claramente associado a infecgdo
orofaringea, € o outro (com raras excecOes), pertence as cepas relacionadas ao
impetigo. O tecido linféide faringeo se constitui num importante sitio para a iniciacao
da resposta humoral anormal do hospedeiro a antigenos de reacdo cruzada do EGA

com 6rgaos-alvo proprios.

3.4.4.1 Estreptococo do grupo A (EGA)

O estreptococo € primeiramente classificado de acordo com o tipo de
hemolise que € capaz de produzir em laboratério. Os estreptococos do grupo alfa
causam hemdlise total; os do grupo beta, hemdlise parcial € os do grupo gama sao
incapazes de causar hemolise. A classificacao dos estreptococos do grupo beta € feita
pela tipagem do carboidrato de que € composta sua camada média e central, e estende-
se de A a 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
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F) estarem associados a infeccOes de vias aéreas altas, nenhum deles causa FR. Apenas
os grupos A e G sao 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 diferengas
antigénicas da proteina M, por sua vez, sao responsdveis pela classificacao dos EGA

(MARTINS, VEASY E HILL, 2006) (figuras 14 e 15).

Muitos antigenos do EGA, tanto de superficie quanto de componentes da
estrutura celular, podem reagir de maneira cruzada com antigenos de mamiferos
(GIBOFSKY, KERWAR e ZABRISKIE, 1998). A céapsula do EGA composta de N-
acetil-glucosamina e acido hialurdnico, € estruturalmente idéntica ao acido hialurénico
de mamiferos. InvestigagGes pioneiras de Rebecca Lancefield no inicio do século XX
e de outros pesquisadores estabeleceram a proteina M como o principal fator de
viruléncia do EGA, caracterizando cerca de 80 tipos sorologicos distintos, de acordo
com suas diferencas antigénicas, sendo os tipos 1, 3, 5, 6, 14, 18, 19, 24, 27 ¢ 29
considerados os mais reumatogénicos (STOLLERMANN, 1990).

A proteina M possui uma estrutura helicoidal com uma regido varidvel
no seu terminal N, responsavel pela sua especificidade (Figura 15). Esta € seguida de
uma regido de repeticdio B € de um dominio C e finalmente de uma regido de
ancoramento, que € comum a muitos microorganismos. A proteina M apresenta
estrutura homologa e reatividade cruzada com o citoesqueleto das proteinas cardiacas
tropomiosina € miosina, € também com outras estruturas, como a queratina, o DNA, a
laminina e a vimentina (GIBOFSKY, KERWAR ¢ ZABRISKIE, 1998). A imuniza¢ao
em ratos com proteina M recombinante do EGA pode gerar uma reacao auto-imune
contra valvulas cardiacas com caracteristicas anatomo-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 sao
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



46

titulos elevados de anticorpos reativos principalmente contra o epitopo N-acetil-
glucosamina do EGA.

Ja a porcao mucopeptidica do EGA, que € a principal estrutura de sua
sustentacdo, € composta de dcido muramico e N-acetil-glucosamina, € quando injetada
em camundongos, induz o aparecimento de artrite (CROMARTIE et al., 1977).

Por outro lado, ainda nao foi estabelecido o papel do 4cido lipoteicéico
na patogénese da FR, molécula presente na superficie das bactérias Gram-positivas e
reconhecida pelo sistema imune inato, capaz de induzir a produgdo de citocinas,
(DAJANI, 1997).

Ainda deve-se considerar a reacao cruzada desencadeada pela membrana
do EGA contra estruturas cardiacas. Imuniza¢ao de camundongos com a mesma induz

a formagdo de anticorpos contra o tecido cardiaco de maneira semelhante ao observado

na FR aguda (FROUDE et al., 1989).

FIGURA 14 - ESTRUTURA DO EGA.

Fimbrias
£ Acido lipotecéico
%= Proteina M

Capsula
Acido hialurénico
N-acetilglucosamina

Parede Celular
B Carboidrato do Grupo A
N-acetilglucosamina
Ramnose
I Proteina M
B Peptideoglicano

Membrana celular
Proteina, glicose, lipideos

A proteina M se constitui no principal fator de viruléncia da bactéria (adaptado de MARTINS,
VEASY E HILL, 2006).
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FIGURA 15 - ESTRUTURA DA PROTEINA M DO EGA

NHENH
Sequéncia
hipervariavel
§
- §
Repeticao A N
- Epitopos de reagao cruzada com o tecido cardiaco
= . 2 . 2
Repeticdo B & Ep[topos de reagéo cruzada com as articulagdes
H Epitopos de reagao cruzada com o SNC
Repeticéo C
i
Regi&o rica em pro-gli Regido associada & membrana celular
Ancora hidrofébica
Terminal hidrofilico o
g g

Os epitopos presentes na area de repeti¢do B apresentam reagfo cruzada com
epitopos do hospedeiro (adaptado de FISCHETTI, 1991)

3.4.4.2 Genética e Imunologia da FR e da CRC

A FR aguda tem uma tendéncia familiar e diferentes estudos mostram
uma concordancia definitiva entre gémeos monozigotos (18.7%, em comparagdo com
2,5% em gémeos dizigdticos). Associacdes entre a FR aguda e antigenos do complexo
principal de histocompatibilidade humana (HLA) tém sido cada vez mais descritas,
sendo que a maioria delas estdo relacionadas ao locus DR. Na populagdo brasileira,
observou-se associagdo com HLA-DR7 e HLA-DRS53, com riscos relativos para o

desenvolvimento da doenca de 3.8 e 4.2, respectivamente (GUILHERME et al., 1991).

Uma das associagbes 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 cé€lulas B presentes em aproximadamente
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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 e em 14% dos controles.

Mutagdes no gene do TNF-q, citocina com fungdes pro-inflamatdrias
importantes, situado na regiao HLLA de classe III, também ja foram objetos de estudo
na FR. Tanto em pacientes de origem brasileira (RAMASAWMY et al., 2007) quanto
de origem turca (SALLAKCI et. al., 2005), o polimorfismo —308G>A, que esta
relacionado a uma maior producao de TNF-a, foi associada tanto ao desenvolvimento

de FR como de CRC.

Outros genes candidatos ja foram investigados na patogénese da FR, com
achados positivos, com o é o caso do polimorfismo do gene FcgammaRIIA
(BERDELI et al., 2004) e da enzima conversora da angiotensina I (CHOU et al.,
2004).

O conceito de reatividade cruzada entre antigenos do EGA e antigenos
relevantes do hospedeiro levantou a hipétese de que a imunidade humoral tinha o
papel mais importante na patogénese da FR, e que em resposta a uma infeccao 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 coracao, articulacdes e do sistema nervoso central (quadro 4).

QUADRO 4 - COMPONENTES DO EGA QUE APRESENTAM REACAO CRUZADA COM
TECIDOS HUMANOS

Antigeno Estreptocdcico Tecido humano de reacio cruzada
Membranas do plasma Membrana celular miocérdica

Glicoproteina e polissacarideo Vilvulas cardiacas

Membrana celular Estruturas citoplasmaticas dos neurdnios do

nucleo caudado e subtaldmicos
Miosina cardiaca

Proteina M Miosina cardiaca e membranas sarcolemais

A proteina M se constitui no principal antigeno de reacdo cruzada (adaptado de WILLIAMS, 2001).
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Anticorpos anti-EGA de reacdo cruzada com o coragdo, articulacoes e
sistema nervoso central foram demonstrados no soro de pacientes com FR aguda
GIBOFSKY, KERWAR e ZABRISKIE, 1998). Na verdade, os mecanismos
imunopatologicos envolvidos na FR s@o resultantes ndao s6 de uma excessiva resposta
humoral, como também celular. E, embora ocorra exacerbacdo da resposta imune
humoral na FR aguda, existem evidéncias de uma participacao ativa da imunidade
celular na lesdo tecidual (GUILHERME et al., 2001).

Uma pista inicial veio do fato de que os infiltrados celulares encontrados
nas valvulas cardiacas sao predominantemente de linfécitos T e que os nddulos de
Aschoff (Figura 16), lesdo caracteristica da FR cardiaca, consistem basicamente de
mondcitos, macrofagos e neutrdfilos (RAIZADA et al., 1983) e mais tardiamente por

linfocitos T e B (FRASER et al., 1997) (figura 16).

FIGURA 16 — REPRESENTACAO DO NODULO DE ASCHOFF

O nddulo de Aschoff, formado principalmente por macréfagos, constitui-se na
lesdo caracteristica da cardite reumdtica aguda ¢ cronica (GENERAL
PATHOLOGY IMAGES FOR INFLAMMATION AND REPAIR)
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EL-DEMELLAWY et al. (1997), em um estudo in vitro, demonstraram
que linfécitos T de pacientes portadores de CRC reconhecem uma proteina miocardica
de 50 a 54 kDa, e que a exposicao dessas a antigenos estreptococicos aumenta a
habilidade de reconhecimento dos antigenos da proteina miocardica.

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

GUILHERME et al. (1995) estudaram 107 clones de células T obtidas de
fragmentos cirdrgicos de tecidos cardiacos de 4 pacientes portadores de CRC. No
estudo, os autores testaram in vitro a capacidade destas células de reconhecer
peptideos 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
linfocitos T derivadas de tecido valvar e linfocitos 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 nao 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 linfécitos T infiltrantes no tecido cardiaco de pacientes com
CRC sao capazes de reconhecer simultaneamente segmentos da proteina M e proteinas
do coracao, demonstrou quais regides da proteina M5 sdo reconhecidas pelos clones
dos linfécitos T. Os residuos de aminoacidos 81-96, incluidos na regiao 81-103 da
proteina M5 foram preferencialmente reconhecidos por linfécitos T do sangue
peritérico dos pacientes com CRC grave (46%), enquanto que apenas 8,6% de
individuos controles foram capazes de reconhecer esta regiao. Destes pacientes, 70%

eram HLA-DR7 e 61% HLA-DRS53, sugerindo que tais moléculas HLA estejam
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preferencialmente envolvidas no reconhecimento da proteina M5 nos pacientes com
CRC grave.

Tais dados sugerem que, durante a infeccdo 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 cruzada proteinas cardiacas, desencadeando uma resposta
inflamatoria que acaba por lesar o tecido. O macréfago atuaria como uma célula
apresentadora dos determinantes antigénicos de reag¢ao cruzada do EGA ao linfécito T,
induzindo a ativag¢io de clones de células T auto-reativas (DOS REIS e BARCINSKI,
1980). As células B, que seriam esperadas nos tecidos lesados, sdo raras. A diminui¢ao
de linfécitos T CDS8" foi observado no surto inicial da FR aguda. Possivelmente o
mecanismo normal de supressio da imunidade celular esteja danificado na FR,
levando a uma ativagao descontrolada da mesma nos tecido afetados (KOTB et al.,
1989). Além disso, o tfurnover normal das células cardiacas poderia resultar numa
sensibiliza¢ao das células T do hospedeiro a sua propria miosina cardiaca exposta, a
qual € geralmente intracelular (CARRAPETIS, 2005).

Alguns estudos demonstraram concentracoes elevados de interleucina-1
e 2 (IL-1 e IL-2) (MORRIS et al., 1993), fator de necrose tumoral-ot (TNF-o) (NARIN
et al., 1995), interleucina-7 e 8 (IL-7 e IL-8) (KUTUKCULER e NARIN, 1995), assim
como dos receptores soliveis do TNF-o (S-TNF-oR) e da IL-2 (sIL-2R)
(SAMSONOV et al., 1995), tanto na FR aguda quanto na CRC. Ainda, concentragdes
elevadas de IL-2 (MILLER et. al, 1989; ZEDAN et. al, 1992) e TNF-o0 (MILLER et.
al, 1989) foram observadas em pacientes portadores de CRC. GUILHERME et al.
(2004), analisaram o perfil de citocinas das células mononucleares periféricas e do
infiltrado cardiaco de pacientes com CRC, encontrando predominancia de células
positivas para TNF-q, interferon-y e IL-10, e escassas c€lulas positivas para IL.-4 nas
valvulas, sugerindo que as células T-auxiliares Thl s3o responsaveis pela lesao
cardiaca nestes pacientes. A secre¢do de TNF-o por macréfagos parece representar
um papel importante na agregacao e ativacao de linfécitos T e B, que chegam aos

noédulos de Aschoff posteriormente aos macréfagos (FRASER et al., 1997).
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Uma hipétese plausivel para o desenvolvimento da FR seria a
apresentacao de antigenos do EGA por células apresentadoras de antigeno através das
moléculas HLA para linfécitos T CD4". Uma apresentacio ou reconhecimento
anormais resultaria em ativagdo e proliferacao descontrolada das células CD4+,
provavelmente mediadas por IL-2. Isso levaria a uma liberacao de linfocinas, com
ativacao de células narural killer (NK) e células T citotoxicas, com posterior ativagao
de macréfagos e neutrofilos. Tais fatos erradicariam o EGA, porém com dano a
estruturas do proprio hospedeiro. Os antigenos-proprios, entdo liberados de seus
refigios intracelulares (quadro 4), induziriam uma resposta imune humoral, com
producao de anticorpos. Os anticorpos juntamente com complemento, por sua vez,
poderiam levar a mais dano tecidual (CARAPETIS, CURRIE e GOOD, 1996).

Em relacdo ao dano inicial, ainda ndo esta claro se este é celular ou
humoral, mas as lesdes posteriores parecem ser causadas pela infiltracao de células T e

de macrofagos (CARRAPETIS, 2005).

3.4.4.3 Sistema complemento e febre reumatica

O envolvimento do sistema complemento na FR ja foi objeto de alguns
estudos. Exames de necropsia realizados em tecido cardiaco de pacientes vitimados
pela FR revelaram depdsitos maci¢os de imunoglobulinas e complemento (KAPLAN e
DALENBACH, 1961).

SAPRU et al. (1977) compararam as concentracdes séricas de C3 e
CH50 em 35 pacientes portadores de CRC com as de 17 controles saudaveis. Os
autores observaram concentracoes médias significativamente menores no grupo de
pacientes, sugerindo que alguma lesdo mediada por complemento pode ter ocorrido em
algum momento do curso da doenca.

Foi demonstrado que anticorpos presentes no soro de pacientes com FR
contra uma proteina de 56 kDa do EGA, a qual apresenta mimetismo molecular com

uma proteina de 52 kDa da superficie de células eucaridticas, reagem com fibroblastos
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humanos intactos in vitro, e sdo capazes de lisar as células em presenca de
complemento (PREHM et al., 1995).

Em estudo in vitro, demonstrou-se que anticorpos especificos contra a
contra a proteina M do EGA, quando em contato com a cartilagem articular, ativam
mais complemento que soro de controles normais (BAIRD et al., 1991). Existem
evidéncias de que, tanto pacientes portadores de FR aguda, quanto pacientes
portadores de CRC, possuem valores séricos aumentados de imunocomplexos e de
produtos de ativacao do complemento (C3d) quando comparados com populacdo
controle (REDDY et al.. 1990).

Também h4 relatos de diminui¢ao dos componentes do complemento nas
articulacoes de pacientes com FR aguda, sugerindo ativacao desse sistema por
imunocomplexos nesse local (SVARTMAN et al.,, 1975). A deposicio de
imunocomplexos, seguida por ativagao do complemento em tecidos de pacientes com
FR aguda, pode ser o evento inicial para a vasculite vista nesses pacientes, com
posterior participagao dos anticorpos auto-reativos (GIBOFSKI e ZABRISKIE, 2001).

Um papel imunogenético do complemento na doenga foi demonstrado
por de MESSIAS et al. (1995). Os autores demonstraram que pacientes portadores de
CRC apresentaram uma frequéncia aumentada do alelo raro do componente C4,
C4A*6 quando comparados a controles saudaveis.

Em estudo prévio, demonstramos que pacientes portadores de CRC
apresentam concentracoes séricas de MBL significativamente mais elevadas que

individuos saudaveis (SCHAFRANSKI et al., 2004).

A figura 17 representa esquematicamente os fatores envolvidos na

patogénese da CRC.
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FIGURA 17 - MECANISMOS PATOGENICOS ENVOLVIDOS NA CRC

Células apresentadoras de antigenos

E .8 8.2

Mondcitos Macrofagos

Streptococcus pyogenes Orofaringite

Interleucinas 1, 2, 6, TNF-a

Periferia

+Resposta celular contra antigenos do estreptococo e proteinas
cardiacas (mimetismo molecular)

+Participacao do HLA (DR2, DR3, DR4, DR7, DRw53)

+Concentragoes séricas elevadas de interleucinas 1, 2, 6, 7, 8, TNF-q,
interferon-y

Tecido Cardiaco

+Nodulos de Aschoff (macrofagos, linfécitos T CD4+, CD8+ e B)
+Fixacdo de complemento

+Secrecao de interleucina 10,TNF-q, interferon-y

+Expansdo oliglonal de células T

Lesao Tecidual

Cardiopatia reumatica crénica

+ Concentracoes elevadas de interleucinas 1, 2, 6, 7, 8, TNF-a, proteina C-
reativa de alta sensiblilidade, MBL, moléculas de adesao

A apresentacdo de antigenos estreptocdcicos anormal pelo HLA levaria a ativagdo de linfécitos T CD4+ e
citotéxicos através de citocinas, com lesdio as proprias células do hospedeiro e liberacdo de antigenos préprios,
com conseqiiente ativacdo da imunidade humoral, fixacdo de complemento e mais dano subseqiiente.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Pacientes

Foram incluidos no estudo um total de 149 pacientes com histéria de FR,
sendo 43 (28,9%) homens e 106 (71.1%) mulheres, com mediana de idade de 39 +
14,53 DP anos). As caracteristicas demograficas dos mesmos estao representadas na
tabela 5. Foram incluidos no estudo pacientes com histéria de FR de acordo com os
critérios de Jones modificados (1992) e que nao apresentavam outras doengas
inflamatorias, neoplasias, endocardite infecciosa ou outras infeccdes, no momento da
coleta. Nenhum individuo foi excluido do estudo por ma qualidade das amostras.
Dentre os pacientes investigados, 107 (71,81%) eram portadores de CRC, cujo
diagnostico foi obtido através de histéria clinica e ecocardiograma transtoricico
mostrando o comprometimento reumatico da valvula mitral. Os outros 42 pacientes
(28,18%, mediana de idade 23 + 6 DP anos) nao evoluiram para CRC, sendo que 35
(23,48%) apresentaram historia de cardite reumatica aguda (CRA) e 7 (4,69%) nao
apresentaram este sintoma como manifestacao da FR. Os pacientes incluidos no grupo
CRA apresentavam ecocardiograma transtoracico normal na €poca da coleta de
sangue. Os pacientes portadores de CRC encontravam-se em acompanhamento no
ambulatério de Cardiologia do Hospital de Clinicas da UFPR, e os pacientes sem CRC
freqiientavam a Unidade da Crianca, setor de Cardiologia Pediétrica, em Curitiba/PR.

Dos 107 pacientes portadores de CRC, 30 (28%) nao tinham sido
submetidos a nenhum tratamento invasivo da doenca reumatica € 77 (72%) foram
submetidos a alguma intervencao (tabela 6). As caracteristicas clinicas dos pacientes
portadores e nao-portadores de CRC podem ser observadas na tabela 2.

De acordo com a classificacao étnica, 114 (76,51%) individuos eram
euro-brasileiros, 34 (22,8%) afro-descendentes € 1 (0,67%) individuo era de origem
indigena. Dos 42 pacientes sem CRC, 19 (45,2%) tinham histéria de artrite, 4 (9,5%),

de nédulos sub-cutaneos, 3 (7,1%), de coréia e 1 (2,3%) de eritema marginado.
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TABELA 5 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES COM HISTORIA DE

FR E CONTROLES.
Pacientes (n=149) Controles (n=147) p

Idade 39 + 14,53* 38 + 13,56* 0,81
Variagio 8a76 19-78
Sexo
M 43 (28,9%) 53 (36%)
F 106 (71,1%) 94 (64%) 0,18
Origem étnica
Euro-brasileiros 114 (76,51%) 125 (85,03%)
Afro-descendentes 34 (22,8%) 21 (14%)
Indigenas 1(0,67%) 1 (0,68%) 0,11

Ambos os grupos apresentaram caracteristicas demograficas semelhantes quanto a idade, sexo e grupo
étnico (testes exato de Fisher, do qui-quadrado e de Mann-Whimey, *mediana + DP)

TABELA 6 - CARACTERISTICAS CLfNICAS DOS PACIENTES CARIOPATIA REUMATICA
CRONICA (CRC) E CARDIOPATIA REUMATICA AGUDA (CRA)

Pacientes sem CRC (n=42) Pacientes com CRC (n=107)
Caracteristicas clinicas Ndo-submetidos a procedimentos invasivos (n=30)
Idade 22,57 £ 6 (8-33)* Grau de estenose mitral
Idade do primeiro surto de
FR 8,37 £ 3,35 (3-16)* Normal 0
Idade do tdltimo surto de
FR 9,11 £3,92 (3-18)* Leve 16 (53,3%)
Total de surtos de FR 1,59 + 1,66 (1-10)* Moderada 11 (36,6%)
Profilaxia correta 39 (92,85%) Grave 3 (10%)
Manifestacdes clinicas Submetidos a procedimentos invasivos (n=77)
Cardite 35 (83%) Idade quando do procedimento (anos) 38 £ 12%
Artrite 19 (45,2%) Comissurotomia 27 (35,0%)
Ndédulos subcutianeos 4 (9,5%) Valvuloplastia por baldo 15 (19,4%)
Coréia 3 (7,1%) Troca por valvula biolégica 26 (33,7%)
Eritema marginado 1(2,3%) Troca por valvula metalica 9 (11,6%)

Dentre os pacientes com histdria de FR que ndo desenvolveram CRC, as manifestacdes clinicas mais
freqiientes foram a cardite e a artrite. A maioria (72%) dos pacientes portadores de CRC evoluiram
para algum procedimento invasivo para correcfio da valvulopatia (* média + desvio-padrio)
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4.2 Controles

Foram incluidos no estudo 147 individuos saudaveis sendo 53 (36%)
homens e 94 (64%) mulheres, com mediana de idade = DP de 38 + 13,56 anos,
doadores de sangue do Hemobanco do HC-UFPR. Destes, 125 (85%) eram euro-
brasileiros, 21 (14%), afro-descendentes 1 (0.68%) de origem indigena (tabela 2).

As caracteristicas dos individuos utilizados na analise do polimorfismo
de MASP2 podem ser observadas na tabela 7.

Para a realizacao de todas as andlises, os individuos controles foram
pareados quanto a idade, sexo e origem €tnica dos pacientes. Todos os pacientes € 0s
controles assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o estudo
obteve a aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do HC/UFPR

(CEP/HC 491.073/2002-06).

TABELA 7. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES E CONTROLES
UTILIZADOS NO ESTUDO DO POLIMORFISMO DO GENE MASP2.

Pacientes Controles p
(n=148) (n=129)
Idade (anos) 38,5+144 38+122
(8-76)* (19-78)* 0,66
Sexo
M 43 (29%) 52 (40%)
F 105 (71%) 77 (60%) 0,06
Origem étnica
Euro-brasileiros 112 (76%) 99 (77%)
Afro-descendentes 36 (24%) 24 (23%) 0,42

Os grupos de individuos utilizados para as andlises relativas ao polimorfismo D120G do
gene MASP? foi diferente dos utilizados para o gene MBL2. O mesmo consiste de 148
pacientes e 129 controles, também pareados quanto a idade, sexo e origem étnica (testes
do qui-quadrado e de Mann-Whitney, *mediana + desvio-padrio).
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4.3 Amostras de sangue
Foram coletadas amostras de 5 ml de sangue venoso sem anticoagulante

e 5 ml de sangue venoso com anticoagulante (EDTA - acido etileno diamino
tetracético - Vacuette EDTAK3®) de cada paciente e controle. As amostras foram
centrifugadas a 2000 r.p.m. por 15 minutos. Aquelas coletadas sem o anticoagulante
tiveram o soro separado e aliquotado em microtubos com capacidade de 0,5 ml cada.
Do sangue coletado com anticoagulante foi separada a camada de concentrado de
leucocitos (buffy-coat) para extragao de DNA. As aliquotas foram armazenadas a —

70°C, até o momento das analises laboratoriais.

4.4 Obtencao dos dados relativos a concentracao sérica de MBL.

Em estudo anterior (SCHAFRANSKI et al., 2004), quantificagao da
concentracdo sérica da proteina MBL foi realizada em 104 pacientes portadores de
CRC e em 60 controles, através de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
utilizando-se reagentes comerciais (Staten Serum Institute, Dinamarca). Os kits em
questdo tem a capacidade de deteccao de oligbmeros maiores de MBL, portanto
através destas medidas pode-se inferir a atividade da via das lectinas. O valor de curoff
para o ensaio foi de 50 ng/ml. Esses dados foram utilizados na comparacao com os

gendtipos MBL2.

4.5 Extracao de DNA gendmico

A extracio do DNA gendomico foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por LAHIRI e NURNBERGER (1991). Amostras com leitura de

A 5080 entre 1,7 e 2,0 foram consideradas ideais.

4.6 Genotipagem dos polimorfismos MBL2

A genotipagem das amostras dos 107 pacientes com CRC e dos 147

controles foram realizadas na Dinamarca, com a colaborag¢do da Professora Dr* Rudi
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Steffensen. Para tanto, foram ultilizadas duas técnicas: PCR em tempo real com sondas
de hibridizacao fluorescentes, para a detec¢ao dos alelos do éxon 1; e PCR em tempo
real com sondas de hibridizagdo com extensao menor (minor groove binder-DNA
probes) para o polimorfismo X/Y. A genotipagem dos 42 pacientes com historia de FR
e sem sequela cardiaca foi realizada através de PCR-SSP (specific sequence primer) no
laboratério de Imunopatologia do HC-UFPR, método que apresenta concordancia de

100% com a PCR em tempo real (STEFFENSEN, HOFFMANN e VARMING, 2003).

4.6.1 PCR em tempo real

Na técnica que foi utilizada para a genotipagem do éxon 1, a analise foi
baseada em uma PCR seguida da andlise da temperatura de fusdo (Tm, ou melting
temperature) de cada fita dupla de DNA. A reacdo de PCR incluia iniciadores que
contemplavam a regidao do gene do MBL2 onde as trés mutagdes do éxon 1 se
encontram (a montante, 5-CATCAACGGCTTCCCAGGC-3°, e a jusante, 5°-
TGGGCTGGCAAGACAACTATTAG-3"), e duas sondas: uma especifica para o alelo
C, marcado com um fluoréforo que emitia luz vermelha, e outra marcada com
fluoresceina, complementar a todos os alelos do éxon 1, cujo acoplamento se dava a
duas bases de distancia daquela marcada com o fluoréforo e que, em proximidade com
a mesma, emitia fluorescéncia (FRET: florescence ressonance energy transfer) . O
programa de PCR consistiu em 1 ciclo de 95° C por 30 s e 45 ciclos de 95° C por Os,
60° C por 10 s e 72° C por 9 s. Apos a amplificacdo, a analise de fusao foi realizada e
consistiu em 1 ciclo de 95° C por O s, e 50° C por 180 s, com uma temperatura de
transicao de 20° C/s, e entdo uma elevagdo a 85° C por 0 s a 0,2° C/s. A Tm
necessaria para separar uma fita dupla pareada de forma perfeita € maior do que a
necessaria para separar fitas com seqii€éncias com mutacdes. Cada seqiiéncia portadora
de mutagao fornece uma Tm especifica, € aquelas portadoras de mutacdes em
heterozigoze apresentam duas temperaturas de fusdo, com picos de fluorescéncia
menores que os fornecidos pelas seqiiéncias com mutacdes em homozigose
(STEFFENSEN, HOFFMANN e VARMING, 2003). As andlises foram realizadas

com o uso do equipamento LightCycler® (Roche Diagnostics, Manheim, Germany).
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Para a genotipagem regiao promotora X/Y, foi aplicada uma técnica com
sondas fluorescentes com extensao menor € especificas para cada alelo. As reacdes de
PCR continham 50 ng de DNA, 900 nM de iniciadores, 200 nM de sondas (VIC e
FAM®) e TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA),
em um volume final de 25 pl, e foram realizadas em termociclador (ABI Prism 7000,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O perfil da PCR foi de 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 92°C e 1 minuto de acoplamento e
extensao a 60°C. Sondas ligadas aos flouréforos VIC e FAM ® foram desenvolvidas
para a deteccao especifica dos alelos X e Y, respectivamente. Estas sondas apresentam
em uma extremidade o fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que
absorve a energia do fluoréforo em forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor).
Ap6s a acao exonuclease 5” da Taqg DNA polimerase, a sonda € degradada, ocorrendo
a separacdo do guencher e do fluorédforo (figura 18), o que resulta em um aumento da
intensidade da fluorescéncia, que € exponencial durante o processo de amplificagao.
Esse aumento da fluorescéncia acontece apenas quando a sonda hibridiza e quando a
amplificacdo da seqii€ncia alvo € estabelecida (HEID et al., 1996). A leitura da
fluorescéncia gerada durante as reacdes de amplificacao foi feita no ABI Prism 7000, €
a determinacdo dos genétipos foi obtida com o Sistema de Deteccao de Seqii€ncias

(SDS, Applied Biosystems) (HOEYVELD et al., 2004).

FIGURA 18 - REPRESENTACAO DA METODOLOGIA TAQMAN®

Reporter dye o

Q..e..ﬂhe.-dyeo' | : =
=  O—=0 |:> - ﬂ=.

A clivagem da sonda pela TagMan® resulta na separagdo dos fluoréforos, com posterior emissdo de
fluorescéncia. Em verde estd representado o fluorérofo (repdrter dye), em vermelho o quencher ¢ em
roxo a Taq polimerase. (FONTE: Applied Biosystems).
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4.6.2 PCR-SSP

A genotipagem dos polimorfismos MBL2 nos 42 pacientes portadores de
FR aguda foi realizada através de PCR-SSP (specific sequence primer) no laboratério
de Imunopatologia do HC-UFPR, de acordo com o método descrito por
STEFFENSEN et al. (2000). Para a determinagdo do polimorfismo do éxon 1,
ultilizou-se iniciadores (Dialab Diagnésticos, Brasil) com seqii€ncias complementares
aquelas presentes nas mutacoes (B, C, D). Para cada individuo, também foram
realizadas reagGes com iniciadores complementares a seqii€ncia usual do sitio
polimérfico em estudo. Como controle interno, foi utilizado o hormoénio do
crescimento humano (HGH) (quadro 5).

Para a genotipagem da regido promotora do MBL2, foram realizadas
duas PCRs-SSP, uma para amplificar X e outra para amplificar Y. O alelo Y €
considerado o usual € o X representa o alelo mutante. Cada reacdo de PCR foi
realizada com um iniciador relativo a seqii€ncia normal comum para ambas as reacoes
e com um outro diferente apenas por uma base na extremidade 3°, além do par de
iniciadores para o controle interno (B-globina) (quadro 6).

As reagOes foram realizadas com um volume final de 20 pl, contendo
100 ng de DNA gendmico, 0,2 mM de dNTPs e 20 pmol de cada iniciador especifico,
em uma solucao tampao contendo 10mM de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KC1 0.01%
gelatina e 1 U de Taq polimerase Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
As concentracdes finais de MgCl, foram diferentes em cada mistura (1.1, 1.7 e 1.7
mM para o éxon 1, Y e X, respectivamente). As reacoes de PCR foram realizadas no
Gene Amp PCR System 9600 (Eppendorf North America Inc.,USA), de acordo com o
programa indicado no quadro 7. Os genodtipos foram determinados pela presenca ou
auséncia de banda apds eletroforese em gel de agarose a 2% (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), corados com brometo de etideo e visualizados

através de luz ultravioleta (Uniscience, Brasil).
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QUADRO 5 - INICIADORES ULTILIZADOS NAS REACOES PCR-SSP PARA O EXON 1

Exon 1 Alelo Seqiiéncia 5°- 3° Amplicom (pb)

Cédon 52D Cys 5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3- 268
5-TCTCCCTTGGTGCCATCACA-3”

Cédon 52 ndo-D Arg  5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG3’ 268
5-TCTCCCTTGGTGCCATCACG-3"

Cédon 54 B Asp  5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3” 278
5°-CCCCCTTTTCTCCCTTGGTGT-3"

Cédon 54 ndo-B Gly 5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’ 278
5-CCCCCTTTTCTCCCTTGGTGC-3"

Cédon 57 C Glu  5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3” 290
5-ACGTACCTGGTTCCCCCTTTTCTT-3"

Cdédon 57 ndo-C Gly 5-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’ 290
5-ACGTACCTGGTTCCCCCTTTTCTC-3"

Controle (HGH) HGH 5-TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3" 431

5"-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3"

Como controle interno foi ultilizado um fragmento do horménio do crescimento humano. O
grifo representa o nucleotideo complementar ao mutado. Numero de acesso ao Gene Bank
para os iniciadores do éxon 1: AF080508

QUADRO 6 - INICIADORES ULTILIZADOS NAS REACOES PCR-SSP PARA A REGIAO
PROMOTORA X/Y

Regido promotora Sequéncia Amplicom (pb)
Y 5-CATTTGTTCTCACTGCCACC-3” 530
5-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3~
X 5-CATTTGTTCTCACTGCCACG-3” 530
5-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3~
[-globina 5-TAGTCCCACTGTGGACTACTT-3" 600

5-CCTGAGAGCTTGCTAGTGATT-3"

Como controle interno foi ultilizado o gene da B-globina. Numero de acesso ao Gene Bank para
os iniciadores da regido promotora: AFO80508
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QUADRO 7 - PROGRAMA DE PCR

Exon 1 Xy
Passo 1 Desnaturacio 95°C - 10 minutos 95°C - 10 minutos
Passo 2 Desnaturagdo 94°C - 20 segundos ~ 94°C - 30 segundos
Anelamento 62°C - 20 segundos  59°C - 30 segundos
Extensido 72°C - 30 segundos ~ 72°C - 45 segundos
x 30 ciclos x 30 ciclos
Passo 3 Extensdo 72°C - 5 minutos 72°C - 5 minutos
Passo 4 Armazenamento 4°C 4°C

Acima estd representado o programa de PCR utilizado na reacio PCR-SSP para a
genotipagem do éxon 1 e da regido promotora do gene MBL2.

Os padrdes de eletroforese esperados estao esquematizados nas figuras 19 e 20.

FIGURA 19 — PERFIS ELETROFORETICOS PARA OS POLIMORFISMOS DO EXON 1 DO
GENE MBL2 COM A REACAO DE PCR-SSP

M (bp) 52D 52 ndo -D 548

a5 3 B B

290 pb
278 pb
268 pb

54 ndo-B 57C 57 ndo-C

i | I I D D DN BN

290 pb
278 pb
268 pb

M se refere ao tamanho do fragmento em pb. Um segmento do gene do horménio do
crescimento (GH) humano foi utilizado como controle interno (431 pb).
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FIGURA 20 - PERFIS ELETROFORETICOS PARA OS POLIMORFISMOS DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE MBL2 COM A REACAO DE PCR-SSP

Alelo X Alelo X Alelo Y Alelo Y
M (bp) + - + -

530 pb (X/Y)

M se refere a massa molecular do amplicom . O gene da -globina foi utilizado
como controle interno (600 pb).

4.7 Genotipagem do polimorfismo MASP2

O polimorfismo do gene MASP2 foi determinado em 148 pacientes e 129
controles, cujas caracteristicas estdo representadas na tabela 5.

O DNA genOmico foi extraido de sangue periférico conforme descrito
previamente. Um fragmento de 807 bp do gene MASP-2 foi amplificado ultilizando-se
os seguintes iniciadores 5-CAGGTCACTGGACAAACAGATCA-3" (a montante,
localizado na regiao promotora) ¢ 5- CTGCCTGGCCTAAGACAGAG-3" (a jusante,
localizado no intron 3’ do éxon 3). Os fragmentos de DNA amplificados por PCR
foram digeridos pela enzima Hpall (Promega, Southampton, UK) overnight a 37°C e
os fragmentos de restricao analisados em gel de agarose a 2%. O produto de PCR
contém dois sitios nao-variaveis para a Hpall, que servem como controles internos e
geram trés fragmentos de 487 bp, 260 bp e 60 bp. A mutacao DI/20G gera um terceiro
sitio para a Hpall, que cliva o fragmento de 487 bp em fragmentos de 355 bp e 133 bp
(figura 21).
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FIGURA 21 - PADRAO ELETROFORETICO PARA O POLIMORFISMO D120G DO GENE
MASP2 APOS RESTRICAO COM A ENZIMA Hpall

M (bp) Di120D/D120D  DI20D/D120G  DI120G/D120G

a1 1 B

5CrCGGY
¥YGGCArCH

A presenga da mutagdo resulta na clivagem do amplicom de 487 pb em
dois fragmentos com massa molecular de 355 pb e 133 pb. Portanto,
quando a mutagio se apresenta em homozigoze, o fragmento de 487 ndo
aparece. O retdngulo representa o sitio de clivagem da enzima de restri¢do.

4.8 Analise estatistica

As freqii€ncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem
simples e avaliadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg. Testes de independéncia
entre pacientes € controles foram realizados ultilizando-se os testes do qui-quadrado
com correcao de Yates e o teste de Fisher bicaudal. Quando apropriado, o odds ratio €
apresentado, com intervalo de confianga de 95%. A estatistica descritiva em relagao as
concentracdbes de MBL € apresentada em mediana, percentis € amplitude. As
comparacOes entre médias foram feitas através dos testes de Mann-Whitney ou

Kruskal-Wallis. Para comparacdes multiplas das médias das concentracoes de MBL,
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foi utilizada a correcao de Bonferroni. Modelos de regresao logistica modo backwards
foram aplicados para se observar a correlagido entre miltiplas varidveis. Valores de p
menores que 0,05 foram considerados significativos. Os programas ultilizados foram
Statistica versao 5.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OH, USA) e MedCalc Software (Belgium).

Na comparagao entre pacientes e controles, o poder da amostra foi de 91,4%.
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5. RESULTADOS

5.1 Genoétipos MBL2 e concentracOes séricas de MBL nos pacientes portadores de

CRC e controles:

Avaliando-se as concentracdes de MBL nos individuos portadores do
gendtipo A/A, se observou uma concentragio siginificativamente (p<0.012) maior da
proteina no grupo de pacientes (n=69) quando comparados aos controles (n=30)
(4121,88 £ 353,88 ng/ml vs 2547 + 220,33 ng/ml, respectivamente). Nesta andlise, trés
pacientes € nenhum individuo controle apresentavam o genétipo estendido XA/XA, o
qual esta relacionado a valores baixos de MBL. Este fato foi observado também neste
estudo, onde os valores de MBL nos pacientes com gendtipo A/A excluindo os
gendtipos XA/XA (n=66) foram 4265,60 ng/ml + 359,60 e nos pacientes com gendtipo
XA/XA (n=3), 960 = 498,9 ng/m (p<0,013). Nao foram encontradas diferencas
significativas nas concentracoes de MBL entre pacientes e controles heterozigotos A/O
(743 £ 137 ng/ml vs 696 + 126 ng/ml, p=ns), nem homozigotos 0/0 (106,66 + 106,66
ng/ml vs 70 = 70 ng/ml, p=ns). Dessa forma, observou-se somente uma diferenca na
concentracdo sérica de MBL nos individuos com genétipos relacionados ao aumento
na expressao da proteina.

Comparando-se as concentracdes de MBL nos pacientes portadores do
gendtipo estendido YA/YA (n=41) com as concentra¢des dos demais genodtipos (n=63),
confirmou-se a relacdo desse genétipo com valores altos de MBL (4897,56 + 499,87
ng/ml vs 1695,09 + 237,49 ng/ml, p<0,0001, respectivamente. Essa mesma relacao foi
observada no grupo controle, n=22 e 38, respectivamente (2593,63 + 286,81 ng/ml vs
930,28 + 184,37 ng/ml, p<0,0001) (tabela 8).

Utilizando-se a curva ROC (receiver operating characteristic) aplicada
aos pacientes portadores de CRC e controles obteve-se um valor critico de MBL sérica
de 2800 ng/ml como fator de risco para o desenvolvimento de CRC (sensibilidade de
45.1%, especificidade de 80%, p<0,0019). Dos 47 pacientes portadores de
concentracao sérica de MBL>2800 ng/ml, 46 (98%) possuiam os genétipos YA/YA e
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YA/XA, e dos 57 portadores de MBL<2800 ng/ml, 36 (63%) possuiam genotipos nao-
YA/YA e YA/XA (OR: 85.1, IC 95% 10,90 — 664,03, p<0,000006). Dentre os 104
pacientes com CRC analisados, 47 (45,2%) possuiam MBL > 2800 ng/ml, e dos 60
controles avaliados, 12 (20%) possuiam estas concentragoes (p=0,001)

Observou-se diferenga estatisticamente significante na distribuicao da
concentracdo sérica de MBL entre os diferentes gendtipos MBL2, tanto nos pacientes
com CRC como nos controles (p<0,000005 e p<0,000002, respectivamente), para p
significativo de 0,0003 e 0,0002 respectivamente (Kruskal-Wallis com corre¢ao de
Bonferroni).

A relacdo dos gendtipos completos com as concentracoes séricas de

MBL podem ser observadas na figura 22.

TABELA & - CONCENTRACOES SERICAS DE MBL EM RELACAO AOS GENOTIPOS

Genotipo Pacientes — Concentracio Controles Concentracio
MBL2 CRC sérica de MBL (n=60) sérica de MBL P
(n=104) (ng/ml)* (ng/ml)*
YA/YA 41 4897,56 + 499,87 22 2593,63 + 286,81 0,002
YA/XA 25 3229,2 + 411,76 8 241875 £ 268,91 0,28
XA/XA 3 960 + 498,93 0 na na
YA/O 23 973,95 + 158,15 22 77545 + 134,03 0,34
XA/0 9 51,11 + 28,88 3 83,33 + 83,33 0,64
0/0 3 106,66 + 106,66 5 70+ 70 0,77

Observou-se diferenga significativa apenas entre as concentragdes de MBL relacionadas aos genétipos
YA/YA (teste de Mann-Whitney).
* médiazEP, na: ndo-aplicivel
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FIGURA 22 — RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES SERICAS DE MBL E 0S GENOTIPOS
MBL2

Concentragoes seéricas de MBL em relacdo aos genotipos
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YA/YA (22), YA/XA (8), XA/XA (0), YA/O (22), XA/O (3), O/0 (5). A designa¢io O inclui qualquer
gendtipo com os alelos variantes B, C e D. Houve significincia estatistica entre pacientes e controles
apenas para o gendtipo YA/YA (p=0,002, teste de Mann-Whitney).

5.2 Genotipagem dos polimorfismos MBL2:

A analise foi baseada na genotipagem do €xon 1 e da regido promotora
X/Y em 149 pacientes com histdria de FR e em 147 individuos saudaveis.

5.2.1 Deteccdo dos alelos A, B, C e D daregiao éxon 1
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A deteccao dos alelos do éxon 1 em gel de agarose a 2% apds
amplificacdo do gene MBL2 por PCR-SSP pode ser visualizada na figura 23. Para a
genotipagem de cada individuo foram necessarias 6 reacoes. Como controle interno
observa-se o fragmento de 431 pb, relativo a um amplificado do horménio do

crescimento (GH) humano.

FIGURA 23. GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO INICIADORES COM SEQUENCIAS
ESPECIFICAS — EXON 1

2000
1200

800

431 pb

(controle interno) —» - )

400

200

100

PCR com primer especifico para os alelos ndo-C positiva
PCR com primer especifico para o alelo C negativa

PCR com primer especifico para os alelos ndo-B positiva
PCR com primer especifico para o alelo B positiva

PCR com primer especifico para os alelos ndo-D positiva
PCR com primer especifico para o alelo D negativa

M. Low DNA Mass Ladder (Invitrogen Life Technologies)

1.
2.
3.
4.
5.
6.

O numero referente a especificidade da PCR estd indicada no topo de cada coluna. Indicado pela seta esta
o controle interno de 431 pb. M indica o marcador de massa molecular. O paciente € heterozigoto AB.
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5.2.2 Deteccao dos alelos X/Y da regiao promotora:

Foi realizada através de duas reacdes de amplificagio PCR-SSP para
cada paciente, uma delas especifica para o alelo X e outra para o alelo Y. Como
controle interno foi ultilizado o gene da B-globina (600 pb). O amplicom resultante
apresenta 530 pb. Nos individuos heterozigotos, houve amplificacao nas duas reagdes,

com os dois iniciadores especificos (figura 24).

FIGURA 24 - GENOTIPAGEM DE MBL2 ULTILIZANDO INICIADORES COM SEQUENCIAS
ESPECIFICAS — POLIMORFISMO X/Y

800

700

600 —» 600 pb (controle interno)

—> 530 pb (X/V)
500

400

300

1, 3 € 5: PCR com primer especifico para o alelo Y
2,4 e 6: PCR primer especifico para o alelo X
1+ 2,3 +4e5+ 6: pacientes homozigotos YY
M: Marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies)

O namero referente a especificidade da PCR estd indicada no topo de cada coluna. Indicado pela seta
estd o controle interno de 600 pb. M indica o marcador de massa molecular de 100 pb.
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5.3 Frequéncias dos alelos A, B, C, D e X/Y em pacientes e controles:

Foram analisados 149 pacientes no total, divididos posteriormente em

quatro grupos distintos. Na figura 25 est4 caracterizada a frequéncia dos grupos e sub-

grupos estudados.

FIGURA 25 - FREQUENCIA DOS INDIVIDUOS QUANTO AO STATUS DA CARDITE

Distribuicao dos Individuos
Analisados Quanto ao Status da
Cardite
160 1 149 142 147
140 A
@ 120 - 107
3 100 -
2
2 80 -
3 60-
z 40 | 35
20 - ‘ \ 7
0 : —
Pacientes, Cardite, CRC CRA FR sem Controles
total total (71.8%) (23.5%) cardite
(95.3%) (4.7%)
Grupos

Foram analisados 149 pacientes no total, divididos posteriormente em quatro grupos distintos
(cardite total, isto €, aguda mais cronica; CRC; cardite aguda sem CRC, designada aqui por

CRA, ¢ FR sem cardite) e 147 controles.
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5.3.1 Pacientes totais vs controles:
A distribuicao dos alelos A, B, C e D do éxon 1 e X/Y da regiao

promotora pode ser observada na tabela 9.

TABELA 9. FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O EXON 1 E REGIAO
PROMOTORA DO GENE MBL2 NOS GRUPOS EM ESTUDO

Pacientes Frequéncia Controles Frequéncia

(n=149) (n=147) p
Alelos MBL2
A 242 0,812 220 0,748
o 56 0,188 74 0,252 0,07
B 39 0,131 51 0,173 0,18
c 5 0,017 12 0,041 0,08
D 12 0,040 11 0,037 1
X 56 0,188 45 0,153
Y 242 0,812 249 0,847 0,30
Genotipos MBL2
A/A 99 0,664 83 0,565
A/O 44 0,295 54 0,367
0/0 6 0,040 10 0,068 0,18
X/X 3 0,020 3 0,020
XY 50 0,336 40 0,272
Y'Y 96 0,644 104 0,707 0,47
A/A 99 0,664 83 0,565
A/O0 + O/0 50 0,336 64 0,435 0,10
Gendtipos estendidos
MBL2
YA/YA + YA/XA 108 0,725 79 0,537
XA/XA + XA/0 + O/0 41 0,275 68 0,463 0,001

Observou-se diferenca estatisticamente significativa apenas em relagdo aos gendtipos
estendidos. Os gendtipos YA/YA + YA/XA foram mais freqiientes no grupo de pacientes com
histéria de FR como um todo (OR IC 95%: 2.26; 1.39-3.67, p=0,001) (testes exato de Fisher ¢
do qui-quadrado).
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A freqiiéncia dos genoétipos relacionados a uma maior producao de MBL
(YA/YA e YA/XA) foi significativamente maior no grupo de pacientes quando
comparada aos controles saudaveis (108/149, 72,5% vs 79/147, 53,7%, OR 2,26, IC
95% 1,39-3,67, p=0,001).

Com relagdo aos alelos A, B, C, e D do éxon 1 e X/Y da regido promotora,
assim como aos respectivos genotipos, nao se observou diferenca significativa entre os
grupos. Também ndo foram observadas diferencas nas freqiiéncias alélicas e
genotipicas em relacao a origem é€tnica, tanto no grupo de pacientes, quanto no grupo

controle.

5.3.2 Pacientes com histéria de cardite reumadtica (total) vs controles

A freqiiéncia dos genoétipos relacionados a maior producao de MBL
(YA/YA e YA/XA) foi significativamente maior no grupo de pacientes quando
comparada aos individuos controle (105/142 (73,9%) vs 79/147 (53,7%), OR 2,44, 1C
95% 1,48-4,00, p=0,0006). Considerando-se apenas o éxon 1, o gendtipo A/A também
foi mais freqiiente no grupo de pacientes do que na populacao controle (97/142, 68,3%
vs 83/147, 56,5%, OR 1,66, IC 95% 1,02-2,68, p=0,05). Dessa forma, os alelos
variantes (O) foram mais freqiientes entre os controles do que nos pacientes com
cardite (74/294, 25,2% vs 50/284, 17,6%, OR 0,63, IC 95% 0,42-0,95, p=0,03) (tabela
10).

5.3.3 Pacientes com CRC vs controles:

A freqiiéncia dos genétipos relacionados a uma maior producao de MBL
(YA/YA e YA/XA) foi significativamente maior no grupo de pacientes do que nos
controles (79/107, 73,8% vs 79/147, 53,7%, OR 2,42, IC 95% 1,41-4,16, p=0,001)
(tabela 11).

Em relagdo aos alelos A, B, C, e D do éxon 1 e X/Y da regiao promotora,
nio se observou diferenca significativa entre os grupos, assim como em relagdo aos

respectivos genotipos.



75

TABELA 10. POLIMORFISMO DO EXON 1 E DA REGIAQ PROMOTORA X/Y DE MBL2, EM
PACIENTES COM HISTORIA DE CARDITE REUMATICA AGUDA E CRONICA E

CONTROLES

Pacientes com

cardite (total) Controles

n Frequéncia n  Frequéncia p

(n=142) (n=147)

Alelos MBL2
A 234 0,824 220 0,748
o 50 0,176 74 0,252 0,03
B 34 0,120 51 0,173 0,08
c 5 0,018 12 0,041 0,13
D 11 0,039 11 0,037 1
X 54 0,190 45 0,153
Y 230 0,810 249 0,847 0,28
Genétipos MBL2
A/A 97 0,683 83 0,565
A/O 40 0,282 54 0,367
0/0 5 0,035 10 0,068 0,09
X/X 3 0,021 3 0,020
XY 48 0,338 40 0,272
Y'Y 9 0,641 104 0,707 0,45
A/A 97 0,683 83 0,565
A/O + O/0 45 0,317 64 0,435 0,05
Genotipos
estendidos MBL2
YA/YA + YA/XA 105 0,739 79 0,537
XA/XA + XA/O + O/0 37 0,261 68 0,463 0,0006

Diferenga estatisticamente significativa foi observada em relagdo aos alelos variantes, que foram mais
freqiientes no grupo controle (OR IC 95% 0,63; 0,42-0,95, p=0,03) ¢ em relagio aos gendtipos A/A ¢
YA/YA + YA/XA, que foram mais freqiientes no grupo de pacientes com histdria de cardite como um
todo (OR IC 95% 1,66; 1,02-2,68, p=0,05 ¢ OR IC 95% 2,44; 1,48-4,00, p=0,0006, respectivamente)

(testes exato de Fisher ¢ do qui-quadrado).

Através de regressao logistica investigou-se os seguintes fatores de risco

para o desenvolvimento de CRC: idade, sexo, origem étnica, presenca dos gendtipos

YA/YA e YA/XA e MBL >2800 ng/ml, comparando-se os pacientes portadores da



76

sequela cardiaca com os controles. Obteve-se OR: 2,91 (IC 95% 1,41-6,03, p=0,003)
para presenca de MBL >2800 ng/ml como fator de risco para o desenvolvimento de

CRC. Os demais parametros nao apresentaram significancia estatistica.

TABELA 11 - POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO PROMOTORA X/Y EM PACIENTES
COM CRC E CONTROLES

Pacientes com

CRC Controles
n Frequéncia n  Frequéncia p
(n=107) (n=147)
Alelos MBL2
A 175 0,818 220 0,748
o 39 0,182 74 0,252 0,08
B 29 0,136 51 0,173 0,79
Cc 5 0,023 12 0,041 0,60
D 5 0,023 11 0,037 1
X 42 0,196 45 0,153
Y 172 0,804 249 0,847 0,24
Genétipos MBL2
A/A 71 0,664 83 0,565
A/O 33 0,308 54 0,367
0/0 3 0,028 10 0,068 0,17
XX 3 0,040 3 0,020
XY 25 0,233 40 0,272
Y/Y 79 0,738 104 0,707 0,73
A/A 53 0,495 83 0,565
A/O + O/O 54 0,505 64 0,435 0,33
Genotipos
estendidos MBL2
YA/YA + YA/XA 79 0,738 79 0,537
XA/XA + XA/O + O/O 28 0,262 68 0,463 0,001

Observou-se diferenca estatisticamente significativa apenas em relagio aos gendtipos estendidos
MBIL2. Os genétipos YA/YA + YA/XA foram mais freqiientes no grupo de pacientes com CRC quando
comparado aos controles sauddveis (OR IC 95%: 2.42; 1.41-4,16, p=0,001) (testes exato de Fisher ¢
do qui-quadrado).
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Analisando-se separadamente as caracteristicas clinicas dos sub-grupos
de pacientes portadores de CRC em relacao a histéria prévia de procedimento invasivo
para corre¢ao da valvulopatia, nao se observou associacdo das mesmas com Os

gendtipos estendidos MBL2 (tabela 12).

TABELA 12 - CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES PORTADORES DE CRC EM
RELACAO AOS GENOTIPOS MBL2.

Pacientes com CRC Genoétipos Demais p OR (IC 95 %)
(n=107) YA/YA e YA/XA gendtipos

(n=65) (n=42)
Nao-submetidos a
procedimentos
invasivos (n=30) (n=20) (n=10)
Grau de estenose mitral
Normal 0 0 0 1
Leve 16 (53,3%) 13 (65%) 3 (30%) 0,12
Moderada 11 (36,6%) 4 (20%) 7 (70%) 0,014 0,10 (0,01-0,61)
Grave 3 (10%) 3(15%) 0 0,53
Submetidos a
procedimentos
invasivos (n=77) (n=45) (n=32)
Idade na época do 38 £ 12%* 37,39 + 10,67 (18- 38,66 + 13,97 ns
procedimento (anos) 65)* (12-75)
Comissurotomia 27 (35%) 17 (37,7%) 10 (31,2%) 0,63
Valvuloplastia por baldo 15 (19,4%) 9 (20%) 6 (18,7%) 1
Troca por valvula 26 (33,7%) 13 (28,8%) 13 (40,6%) 0,33
biol6gica
Troca por valvula metilica 9 (11,6%) 6 (13,3%) 3(9,3%) 0,72

Nio se observou nenhuma diferenca significativa de relevancia entre os pacientes portadores de
gendtipos relacionados a uma maior producdio de MBL e os demais em relagio ao tipo de
procedimento invasivo para corre¢do da valvulopatia. Dentre os pacientes ndo submetidos a
procedimentos, a estenose mitral moderada foi mais frequente entre os portadores dos gendtipos
relacionados a baixa concentracio sérica de MBL (OR IC 95% 0,1; 0,01-0,61, p=0,014) (teste exato de
Fisher e teste de Mann-Whimey, * média + DP)
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Dentro do grupo de pacientes nao-submetidos a procedimentos invasivos
(n=30), a estenose mitral moderada foi mais frequente nos pacientes portadores dos
genotipos relacionados a menor produgdao de MBL (7/10, 70% vs 4/20, 20%, OR 0,10
(IC 95% 0,01-0,61, p=0,015). Dentro do grupo de pacientes submetidos a alguma
interven¢do (n=77), nao houve diferenca estatistica relacionada a idade da realizagao

do procedimento, nem com o tipo do mesmo.

5.3.4 Pacientes com histéria de cardite reumatica aguda sem seqiielas (CRA) vs

controles:

Entre os 142 pacientes com historia de cardite reumatica investigados, 35
nao apresentavam seqiielas valvares até o momento desta avaliagdo. A freqii€ncia dos
gendtipos relacionados a maior produgao de MBL (YA/YA e YA/XA) foi
significativamente maior no grupo de pacientes quando comparados aos controles
saudaveis (26/42, 74.3% vs 79/147, 53.7%, OR 2.48, IC 95% 1.09-5.67, p=0.035).
Considerando-se apenas o éxon 1, o gendtipo A/A também foi mais freqiiente nos
pacientes do que nos controles (26/42, 74,2% vs 83/147, 56,4%, OR 2,22, IC 95%
0,97-5,08, p=0,05). O alelo mutante B foi mais freqiiente entre os controles quando
comparados aos pacientes com CRA (51/294, 17,3% vs 5/84, 7.1%, OR 0,36, IC 95%
0,14-0,95, p=0,04) (tabela 13).

5.3.5 Pacientes com histdria de FR sem cardite vs controles:

Do total de 149 pacientes estudados, somente 7 (4,69%) apresentaram
FR sem historia de cardite reumatica. Analisando-se este grupo, nao se observou
diferencas significativas entre pacientes e controles na distribuicao de freqii€ncias de

alelos e gendtipos MBL2 (tabela 14).
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TABELA 13. POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO PROMOTORA X/¥Y, EM PACIENTES

COM HISTORIA DE CRA E CONTROLES

Pacientes com

CRA Controles
n Frequéncia n  Frequéncia p
(n=35) (n=147)
Alelos MBL2
A 59 0,843 220 0,748
(0] 11 0,157 74 0,252 0,11
B 5 0,071 51 0,173 0,04
c 0 0,000 12 0,041 0,13
D 6 0,086 11 0,037 0,10
X 12 0,171 45 0,153
Y 58 0,829 249 0,847 0,71
Genotipos MBL2
A/A 26 0,743 83 0,565
A/O 7 0,200 54 0,367
0/0 2 0,057 10 0,068 0,14
X/X 0,000 3 0,028
XY 12 0,571 40 0,374
Y'Y 9 0,429 64 0,598 0,23
A/A 26 0,742 83 0,564
A/O + O/0 9 0,257 64 0,435 0,05
Genotipos
estendidos MBL2
YA/YA + YA/XA 26 0,743 79 0,537
XA/XA + XA/O + O/0 9 0,257 68 0,463 0,035

Observou-se diferenga estatisticamente significativa em relacfo alelo variante B, que
foi mais freqiientes no grupo controle (OR IC 95% 0,36; 0,14-0,95, p=0,04) e em
relacfio aos gendtipos A/A e YA/YA + YA/XA, que foram mais freqiientes no grupo de
pacientes com histdria de cardite reumdtica aguda sem sequelas (OR IC 95% 2,22;
0,97-5,08, p=0,05 e OR IC 95% 248; 1,09-5,67, p=0,035, respectivamente) (testes

exato de Fisher e do qui-quadrado).
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TABELA 14. POLIMORFISMO DO EXON 1 E REGIAO PROMOTORA X/Y DO GENE MBL2 EM

PACIENTES COM FR SEM CARDITE E CONTROLES

FR sem cardite

reumatica Controles
n Frequéncia n Frequéncia p
(n=7) (n=147)

Alelos MBL2
A 8 0,571 220 0,748
o 6 0,429 74 0,252 0,20
B 5 0,357 51 0,173 0,14
c 0 0,000 12 0,041 1
D 1 0,071 11 0,037 0,09
X 2 0,143 45 0,153
Y 12 0,857 249 0,847 1
Genétipos MBL2
A/A 0,286 83 0,565
A/O 4 0,571 54 0,367
0/0 1 0,143 10 0,068 0,22
X/X 0 0,000 3 0,028
XY 2 0,286 40 0,374
Y'Y 5 0,714 64 0,598 0,75
A/A 2 0,286 83 0,564
A/O + O/0 5 0,714 64 0,435 0,24
Genotipos
estendidos MBL2
YA/YA + YA/XA 2 0,286 79 0,537
XA/XA + XA/O+0/0 5 0,714 68 0,463 0,25

Nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas freqiiéncias alélicas e genotipicas
entre o grupo de pacientes com FR sem histéria de cardite e os individuos sauddveis (teste exato de

Fisher).
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5.3.5 Relagdo entre os gendtipos MBL?2 e caracteristicas clinicas dos pacientes com FR
sem CRC

Analisando-se a frequéncia dos genétipos MBLZ2 relacionados a alta
producao de MBL (YA/YA e YA/XA) e demais gendtipos com relagdo as caracteristicas
clinicas dentro grupo de pacientes com historia de FR que nao desenvolveram CRC
(n=42), observou-se diferenca significativa em relacao a frequéncia da artrite, que foi
menos frequente no grupo portador destes genotipos quando comparado ao grupo com
gendtipos relacionados a baixa produc¢ao de MBL (10/28, 35,7% vs 10/14, 71,4%, OR
0,22, IC 95% 0,05-0,89, p=0,048) (tabela 15).

TABELA 15 - FREQUENCIA DOS GENOTIPOS MBL2 EM RELACAO AS CARACTERISTICAS
E AS MANIFESTACOES CLINICAS DOS PACIENTES COM FR SEM CRC

Gendtipos MBL2
YA/YA e YA/XA Demais
Pacientes sem CRC (n=42) (n=28) gendtipos p OR (IC
(n=14) 95%)
Caracteristicas
clinicas
Idade no primeiro 8,57 £3,35(3- 8,57+£3,57(3- 8,57+3,00(5-
surto de FR (anos) 16)* 16)* 14)* 1
Idade no dltimo surto 9,11 £3,92 (3- 9,28 £4,37 (3- 8,78 £2,93(5-
de FR (anos) 21)* 21)* 14)* 0,70
N° total de surtos 1,59£0,25(1- 1,57+£038(1- 1,60+0,33(1- 0,94
10)# 5)# 10)#
Profilaxia correta 39 (92,85%) 26 (92,8%) 13 (92,8%) 1
Manifestacoes
clinicas
Cardite 35 (83%) 26 (92,8%) 9 (64,2%) 0,031 7,22 (1,18-
43,.99)
Artrite 20 (47,6%) 10 (35,7%) 10 (71,4%) 0,048 0,22 (0,05-
0,89)
Ndédulos subcutaneos 4(9,5%) 2(7,1%) 2 (14,2%) 1
Coréia 3(7,1%) 3 (10,7%) 0 0,53
Eritema marginado 1(2,3%) 1(3,5%) 0 1

A cardite foi observada com maior frequéncia entre os portadores dos gendtipos relacionados a altas
concentracdes de MBL, ao contririo do que se observou com a artrite, que foi mais frequente entre os
individuos portadores de gendtipos relacionados a concentra¢des séricas menores da proteina (*média
+ DP, # média + EP, ns: ndo-significativo)
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5.4 Genotipagem do polimorfismo D120G de MASP2:

A andlise foi baseada na presenca do polimorfismo D120G em 277
individuos (148 pacientes e 129 controles), cujas caracteristicas demograficas podem
ser observadas na tabela 7.

Do total de 148 pacientes avaliados, 42 (28,37%) tinham histéria de FR
sem CRC, e 106 (71,62%) eram portadores de CRC, os quais foram ou nao submetidos

a procedimentos invasivos (tabela 16).

TABELA 16 - CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM HISTORIA DE FR

Pacientes sem

CRC (n=42) Pacientes com CRC {(n=106)

Caracteristicas N#o-submetidos a procedimentos invasivos

clinicas (n=30)

Idade do primeiro

surto de FR 8,57+0,5 Grau de estenose mitral

Idade do ltimo

surto de FR 8,88 0,6 Normal 0

Total de surtos 1,59+£0,2 Leve 16 (53,3%)
Moderada 11 (36,6%)

Manifestacdes

clinicas Grave 3 (10%)

Cardite 35 (83%) Submetidos a procedimentos invasivos (n=76)

Artrite 19 (45,2%) Comissurotomia 26 (34,2%)

Nédulos

subcutaneos 4(9,5%) Valvuloplastia por baldo 15 (19,7%)

Coréia 3(7,1%) Troca por valvula biolégica 26 (34,2%)

Eritema marginado 1(2,3%)  Troca por valvula metilica 9 (11,8%)

Dos 148 pacientes analisados, 42 tinham histéria de CRA sem CRC e 106 eram portadores de CRC.
Destes, a maioria (71,7%) haviam sido submetidos a algum procedimento invasivo para tratamento da
valvulopatia.

A mutacao D120G foi observada em quatro pacientes (4/106, 3,77%)
com CRC e em 5 controles (5/129, 3,88%, p=1). Todos os individuos eram
heterozigotos para o alelo variante. Nenhum dos pacientes sem a sequela cardiaca da
FR apresentou a mutagdo. De acordo com a origem étnica, 3 pacientes € 3 controles
portadores da mutagdo eram euro-brasileiros, € 1 paciente € 2 controles eram afro-

descendentes (p=ns). Dois dos pacientes portadores da mutagao foram submetidos a
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troca de valvula mitral por valvula bioldgica, € os outros dois nao sofreram nenhuma

intervengao invasiva.

A média de idade dos pacientes e dos controles portadores do alelo
variante foi de 43,5 + 3,78 DP anos (38-46) e 47,2 + 19,4 (31-78), respectivamente
(p= ns). Nenhuma diferenca foi observada na frequéncia do alelo variante entre os
diferentes grupos de pacientes investigados (0% na FR, 1,88% na CRC e 1,93% nos
controles, p=0,44 ) (tabela 17).

TABELA 17 - POLIMORFISMO DO GENE MASP2 EM SUB-GRUPOS DE PACIENTES E
CONTROLES

MASP2 Pacientes com FR Controles
Total FR s/CRC ¢/ CRC
(n=148) (n=42) (n=106) (n=129) p

Alelos
D 292 (98,64%) 84 (100%) 208 (98,11%) 253 (98,06%)
G 4 (1,35%) 0 4 (1,88%) 5(1,93%) nsh >4
Gendtipos
DD 144 (97.29%) 42 (100%) 102 (96,22%) 124 (96,12%)
DG 4(2,70%) 0 4 (3,77%) 5(3,87%)
GG 0 0 0 0 nsh ¢

1. Total vs controles 2.8/ CRC vs controles 3. ¢/ CRC vs controles 4. s/CRC vs ¢/ CRC
ns: ndo-significativo

Nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas freqiiéncias alélicas ¢
genotipicas do polimorfismo D120G do gene MASP2 entre o grupo de pacientes com FR sem CRC,
com CRC ¢ os individuos saudaveis.
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6. DISCUSSAOQ:

A febre reumadtica e a sua sequela mais grave, a cardiopatia reumatica
cronica, sao doencas em cuja patogénese ha o envolvimento tanto de fatores inatos
quanto adaptativos da resposta imunolégica. Evidéncias epidemioldgicas e
imunogenéticas sugerem que existem individuos com um maior risco de desenvolver
tanto a FR quanto a CRC (GIBOFSKY, KERWAR ¢ ZABRISKIE, 1998).

A proteina MBL € uma importante molécula do sistema imune inato, que
além de exercer funcbOes na opsonizacdo de patdégenos e ativacao do sistema
complemento, € capaz de modular a resposta inflamatéria, exercendo influéncia na
secrecao de citocinas (WETERING, GOLD e BATENBURG, 2004). A associagao da
MBL com doengas infecciosas, inflamatérias € auto-imunes ja foi objeto de um grande
nimero de estudos, € a mesma parece representar papé€is diferentes na patogénese das
diversas doengas analisadas, uma vez que a sua deficiéncia pode se apresentar como
fator protetor em determinadas situacoes € como fator patogé€nico em outras
(DOMMET, KLEIN e TURNER, 2006).

A associacao da MBL com a CRC foi abordada previamente em dois
estudos. Em estudo anterior, observou-se que pacientes portadores de CRC
apresentavam concentracoes séricas de MBL significativamente mais elevadas que
individuos saudaveis (SCHAFRANSKI et al., 2004). JIN, JI, e HU (2001), analisando
o polimorfismo do éxon 1 do gene MBL2 em um pequeno nimero de individuos
chineses (36 pacientes portadores de CRC e 39 controles sauddveis), ndo encontraram
associacao dos genétipos mutantes com a doenga, embora a frequéncia do alelo
mutante B foi maior naqueles pacientes com inicio mais precoce dos sintomas
relacionados a doenga cardiaca. A relacao do polimorfismo do gene MBL2 com as
demais manifestagdes clinicas da FR, assim como o polimorfismo D120G do gene
MASP?2 nesta doenga, ainda ndao haviam sido abordados previamente. No presente
estudo, analisamos as variantes genéticas do gene MBL2 em relacdo ao
desenvolvimento das manifestacbes da FR de uma maneira mais ampla, isto €&,

incluindo pacientes com histéria de cardite reumadtica aguda sem seqiielas valvares
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(CRA) e pacientes portadores das demais manifestagcdes da doenca (artrite, coréia,
eritema marginado e nddulos subcutineos).

Neste estudo, realizou-se uma anélise das concentracdes séricas de MBL
dos pacientes portadores de CRC e dos controles previamente estudados através de
curva ROC (receiver operating characteristic), obtendo-se um valor critico de MBL
sérica de 2800 ng/ml como fator de risco para o desenvolvimento de CRC. Apés
andlise multivariada incluindo também a idade, sexo, origem €tnica € a presenca dos
gendtipos estendidos YA/YA e YA/XA, a presenca de concentragcdes séricas de MBL
superiores a 2800 ng/ml resultaram em um OR de 2.91 para o desenvolvimento de
CRC. Tal achado corrobora a hip6tese da presenca de um efeito pro-inflamatério da
MBL na patogénese desta doenca.

A MBL € considerada uma proteina de fase aguda, embora sua
concentracdo tenha um aumento modesto nos processos inflamatérios. Em pos-
operatério, situacdo em que ha resposta inflamatéria sist€émica, a concentragdo de
MBL circulante aumenta em até 3 vezes, elevacao semelhante a encontrada em
individuos com maléria. Esses valores sao modestos quando comparados ao aumento
da concentracao de outros marcadores inflamatérios, como a proteina C-reativa (CRP),
que podem chegar a 40 vezes do valor normal (THIEL et al., 1992).

A presenga de atividade inflamatoria persistente na CRC ja foi
evidenciada por diferentes autores. Em uma andlise de apéndices atriais em 50
pacientes portadores de CRC, coletados durante valvulotomia mitral fechada,
demonstrou-se a presenca de nédulos de Aschoff em 56% das amostras, sendo que nao
havia evidéncia clinica e laboratorial de atividade reumatica em nenhum dos pacientes
(CHOPRA et al. 1988). A presenca de noddulos de Aschoff com infiltrados
mononucleares abundantes indicam a presenga de cardite sub-clinica nesses pacientes.

Em outro estudo, YETKIN et al. (2001) demonstraram elevadas
concentracdes séricas de moléculas de adesao (E-selectina, [ICAM-1 e VCAM-1) em
pacientes portadores de CRC. O papel fundamental das moléculas de adesdo em
condi¢bes inflamatdrias € imunoldgicas tem sido reportado nos dltimos anos. Essas

tém uma func¢do importante na migracao das células para os sitios de inflamacao e na
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transmigracao de linfocitos, € sdo expressas no endotélio vascular servindo como
ligantes para as células inflamatorias circulantes.

GOLBASI et al. (2002), comparando as concentragOes s€ricas de CRP
em 81 mulheres portadoras de CRC, 31 mulheres portadoras de valvulas prostéticas e
102 controles saudaveis, encontraram valores significativamente maiores desta
proteina nas pacientes portadores de CRC. A CRP € um reagente de fase aguda, e o
fato dessa proteina se encontrar elevada no grupo de portadoras de CRC pode refletir
que a atividade inflamatdria € persistente nesse grupo de pacientes. A proteina C-
reativa atua no figado estimulando a secrecao de interleucina-6, que como veremos
mais adiante, aumenta a expressao do gene MBL2.

Os achados obtidos no estudo anterior baseado na concentracao sérica da
proteina e confirmados pelas analises aqui realizadas (figura 22), apontam a MBL
como um marcador de inflamacao ativa na CRC, a qual pode estar envolvida no
desenvolvimento das lesdes observadas nesta doenca devido a sua condi¢do pré-
inflamatoria.

Em condi¢Ges de homeostase, a MBL nao se liga a tecidos préprios,
porém em situagOes de hipoxia celular e estresse oxidativo pode haver glicolisacao de
superficies celulares, levando a deposicio de MBL e ativacdo do complemento
(COLLARD et al., 2000).

A enzima NADPH oxidase estd envolvida diretamente na producio de
radicais livres. KUMAR et al. (1991) estudaram a atividade desta enzima apds
estimulacao da atividade oxidativa de mondcitos e neutrofilos de pacientes portadores
de FR aguda, CRC e faringite estreptocécica. O seguimento foi feito no 15° dia e nos
3° e 6° meses. Houve elevacdo da atividade enzimatica no grupo com FR ¢ CRC, mas
niao no grupo da faringite estreptococica. E durante o periodo de seguimento, houve
um declinio progressivo na atividade enzimatica no grupo com FR, o que nao ocorreu
na CRC, onde a atividade permaneceu estavel por todo o periodo, indicando um
processo continuo de estresse oxidativo na CRC.

Ja CHIU et al. (2006), estudando as concentracdes s€ricas de produtos

avancados de oxidacao protéica (AOPP) e proteina C-reativa por método de alta
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sensibilidade (A4s-CRP) - marcadores sensiveis de estresse oxidativo e de inflamacao
sist€mica, respectivamente - em 90 pacientes portadores de CRC e em 46 individuos
sauddveis, encontraram valores significativamente mais elevados desses marcadores
no grupo dos pacientes. Esses dados indicam a presenga de estresse oxidativo e de
inflamacao cronica nos pacientes com CRC.

Possivelmente, o papel patogénico da MBL na FR e na CRC se deve ao
reconhecimento de estruturas proprias alteradas por estresse oxidativo € consequente
lesao tecidual mediada pela ativagao do complemento. A inter-relacio da MBL com as
citocinas pode também fazer parte deste processo, o que serd abordado mais adiante.

Neste estudo, a analise do polimorfismo do éxon 1 e da regido promotora
X/Y do gene MBL2 demonstrou a associacao dos genétipos associados a alta produgao
de MBL com as manifesta¢des cardiacas da FR, tanto a CRC quanto a CRA. Ao
analisar-se os gendtipos (mutagdes B, C e D do éxon 1 e polimorfismo X/Y da regiao
promotora) € os genétipos estendidos (éxon 1 + regido promotora X/Y) do gene MBL2
separadamente, observou-se aumento significativo da frequéncia do genétipo A/A,
relacionado a altas concentracoes de MBL, no grupo total de pacientes com cardite
(OR: 1.66, tabela 7) e no grupo com histéria de CRA (OR: 2.22, tabela 10), quando
comparados aos individuos sadios. Os genétipos estendidos YA/YA + YA/XA foram
mais freqiientes no grupo total de pacientes (OR: 2.26, tabela 6), no grupo total de
pacientes com cardite (OR: 2.44, tabela 7), nos pacientes com CRC (OR: 2.42, tabela
8) e nos pacientes com CRA (OR: 2.48, tabela 10), quando comparados a populacao
controle. Além disso, 97.8% dos pacientes portadores dos gendtipos YA/YA e YA/XA
possuiam concentragdes séricas de MBL>2800 ng/ml, enquanto que apenas 36.6% dos
controles portadores destes gendtipos apresentavam concentragdes de MBL séricas
acima deste valor (p=0.02).

Portanto, os genétipos associados as concentracoes elevadas de MBL se
apresentaram como fatores de risco para o desenvolvimento de cardite reumatica como
um todo, de CRA e de CRC, corroborando o papel pro-inflamatério € imunogenético

da MBL na patogénese dessas manifestagOes clinicas da FR.
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Uma funcdo imunopatolégica da MBL, provavelmente mediando
excessiva ativacao de complemento com conseqiiente lesao tecidual relacionada, foi
sugerido em estudos anteriores abordando doencas mediadas imunologicamente.

Estudando o polimorfismo do éxon 1 do gene MBL2 em 189 pacientes
dinamarqueses portadores de AR, GARRED et. al (2000) observaram que a média de
idade de inicio da doenca era menor nos pacientes portadores dos gendtipos variantes.
Porém, a presenca do gendtipo A/A foi associada a doencga de inicio tardio e mais
agressiva. TROELSEN et al. (2007), estudando 229 pacientes dinamarqueses
portadores de AR, observaram um risco aumentado de doenca cardiaca isqué€mica,
infarto agudo do miocardio € morte por doengas cardiacas, no grupo de portadores de
gendtipos relacionados a concentracdes elevadas de MBL (YA/YA e YA/XA) associados
a niveis s€ricos aumentados de agalactosil-IgG (IgG0). Os autores concluiram que
complexos de MBL e IgGO depositados nas paredes dos vasos sanguineos poderiam
participar no processo inflamatério pro-aterogénico que resulta na doenca cardiaca
isquémica.

Analisando 65 pacientes japoneses portadores de cirrose biliar primaria
(CBP), MATSUSHITA et al. (2001) encontraram uma maior freqii€ncia dos
haplotipos hiperprodutores de MBL (HYPA/HYPA) no grupo de doentes, quando
comparados a 218 controles saudaveis (0.53 vs 0.44, p<0.031), sugerindo que uma
producao aumentada de MBL pode exercer uma fun¢do na imunopatogénese da CBP,
possivelmente pela interacdo dessa molécula com células epiteliais dos canaliculos
biliares alteradas em sua conformacgao pela presenca de bactérias luminais intestinais,
promovendo a ativacao do complemento.

WANG et al. (2001), investigaram 104 pacientes japoneses portadores de
sindrome de Sjogren, doenca caracterizada por inflamacdo cronica das glandulas
exocrinas, primaria € 143 controles saudaveis. Uma freqii€ncia significativamente
elevada do alelo normal A e do gen6tipo A/A em homozigose foi observada no grupo
de pacientes. Os autores apresentaram a hipdtese de que a ativagdo do complemento

via MBL pode facilitar a lesao tecidual em portadores desta sindrome.



89

O polimorfismo do €xon 1 do gene MBL2 foi avaliado por RECTOR et
al. (2001) em pacientes belgas portadores de doenca inflamatéria intestinal (doenga de
Crohn e retocolite ulcerativa). Os autores encontraram uma freqiiéncia diminuida dos
genotipos variantes (A/0 e O/0) nos pacientes portadores de retocolite ulcerativa
quando comparados com portadores de doenca de Crohn e com controles saudaveis.
Desta maneira, os autores hipotetizaram que pode haver a participagio da MBL no
processo que leva ao dano mucoso mais extenso mediado por complemento observado

na retocolite.

Ha estudos associando a MBL a patogénese de glomerulonefrites
humanas, como a nefropatia por IgA (ENDO et al., 1998), a sindrome de Henoch-
Schonlein (ENDO et al., 2000), e também as nefrites lipica, membranosa, membrano-
proliferativa do tipo I, e associada a anticorpos anti-membrana basal (LHOTTA,
WURZNER e KONIG, 1999). Ainda, concentragGes sé€ricas elevadas de MBL foram
relacionadas a complicac¢des vasculares do diabetes mellitus do tipo 1 (HANSEN et al.,
2003), ao desenvolvimento de microalbumintria nesta doenca (HOSVIND et al.,
2005) e a reestenose de cardtidas precoce pds-endarterectomia (RUGONFALVI-KISS
et al., 2005), possivelmente devido a ligacao da MBL com estruturas proprias do
organismo alteradas seja por glicosilacao, ou por estresse oxidativo, levando a ativagao

de complemento com posterior lesao tecidual.

A exemplo de estudos anteriores em populacdes caucasianas € euro-
brasileiras (MADESN et al., 1998, KILPATRICK, 2002 ¢ BOLDT et al., 20006), a
mutacdo mais freqlientemente observada em nossa populacao foi o alelo B (17,3%,
tabela 6). Mas, ao contrario dos povos de origem caucasiana, onde o alelo D € o
segundo mais frequente, a segunda mutacao mais observada nos individuos saudaveis
aqui analisados foi o alelo C (4,1%), possivelmente pela maior miscigenagio étnica da
populacao brasileira com povos de origem africana, continente onde esta variante € a

predominante dentre as mutagoes do éxon 1 do gene MBL?2.

A menor freqiiéncia dos alelos mutantes (O) nos pacientes com historia

de cardite reumatica como um todo (OR: 0.63, tabela 7) e do alelo mutante B nos
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pacientes com historia de CRA (OR: 0.36, tabela 10) sugerem que os alelos mutantes
de MBL2 podem exercer um papel protetor no desenvolvimento de doenga cardiaca
reumatica. Por outro lado, entre os pacientes com CRA, encontrou-se uma frequéncia
maior dos genétipos relacionados a uma menor producao de MBL nos pacientes com
histéria de artrite (OR: 0.22, tabela 12). Recentemente, SAEVARSDOTTIR et al.
(2007) observaram que a MBL exerce também uma fun¢do na eliminacdo de
imunocomplexos. Uma remoc¢do deficiente destes no espaco articular poderia estar
predispondo tais pacientes a essa manifestacdo clinica, uma vez que a deposicao de
imunocomplexos na articulagao esta implicada na patogénese da artrite nos pacientes

com FR (SVARTMAN, 1975).

A deficiéncia de MBL como fator protetor foi objeto de alguns estudos
prévios, sugerindo um papel vantajoso da deficiéncia de MBL em situagdes de
resposta inflamatéria exacerbada ou de infec¢des por microrganismos intracelulares.

Em estudo experimental, JORDAN, MONTALTO E STAHL (2001)
estudaram dois grupos de ratos submetidos a oclusdo coronariana, com o objetivo de
observar o papel da MBL na injiria pés-reperfusao. Anteriormente ao procedimento
de oclusao, um grupo de ratos foi tratado com anticorpos monoclonais anti-MBL.
Neste grupo, os autores observaram uma area de infarto menor, assim como menor
deposicao de C3 e menor infiltracdo neutrofilica. A liberacdo de mediadores
inflamatoérios (ICAM-1, VCAM-1 e interleucina-6) também foi menor no grupo de
ratos que receberam o anticorpo.

Também em estudo experimental, TAKAHASHI et al. (2002)
observaram o padrao de secre¢ao de citocinas em camundongos submetidos a sépsis
peritoneal induzida. Os autores observaram que os animais incapazes de expressar 0
gene MBL-A mostravam um padrao menor de secrecdao de citocinas do que os ratos
normais, notadamente de TNF-o e IL-6, fato que foi mais evidente em fases tardias da
sépsis (apds 36 h). Os animais deficientes de MBL-A apresentaram maior sobrevida do
que aqueles com expressao normal do gene, possivelmente por menor lesao decorrente

do processo inflamatorio.
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Num estudo de 114 pacientes espanhéis portadores de LES, FONT et al.
(2006) observaram uma frequéncia maior de lesdes valvulares cardiacas nos pacientes
portadores dos genétipos relacionados a menor producao de MBL (XA/XA, XA/0,
0/0), quando comparados aos portadores dos gendtipos YA/YA e YA/XA. Entretanto,
deve-se notar que 43% dos portadores dos genétipos associados a menor produgao da
proteina eram portadores de anticorpos anticardiolipina IgG, os quais estdao
relacionados a lesdes valvares em pacientes lipicos (LESZCZYNSKI et al., 2003).
Portanto, a presenca das lesdes valvares poderia estar relacionada a presenca destes
anticorpos, € nao ao polimorfismo do gene MBL2.

Uma vez que a MBL apresenta a fun¢do de opsonina, alguns autores
propde como hipétese que a deficiéncia da mesma poderia exercer efeito protetor
contra infec¢des por microrganismos intracelulares, que se ultilizam dos receptores de
complemento para invadir as células do hospedeiro. GARRED et al. (1993) avaliaram
as concentracoes séricas de MBL em 36 pacientes etiopes portadores de hanseniase
lepromatosa ou lepromatosa borderline € em 26 individuos saudadveis. Os autores
encontraram concentracoes significativamente mais elevadas da proteina no grupo de
pacientes. Ainda, 58% dos controles vs 17% dos pacientes (p=0,0019) possuiam
concentracdes séricas de MBL compativeis com a presenca de alelos variantes. Esses
achados sugeriram na época que a infecc¢do pelo Mycobacterium leprae pode ter
atuado como uma forca de selecdo positiva dos alelos variantes de MBL2 causando
concentracdes reduzidas de MBL. Recentemente, DORNELLES, PEREIRA-
FERRARI E MESSIAS-REASON (2006), estudando pacientes com formas
lepromatosa, tuberculdide, dimorfa e indeterminada de hanseniase, observaram
freqii€ncia maior de pacientes com a forma lepromatosa portadores de concentragdes
altas de MBL, quando comparados aos controles, sugerindo que a deficiéncia da
proteina pode exercer um papel protetor contra esta forma grave da doenca. Esses
resultados foram confirmados em estudo posterior, que demonstrou que genotipos
associados a alta concentracdo de MBL conferem suscetibilidade a hanseniase
lepromatosa e a progressao para as formas lepromatosa e borderline da doenga

(MESSIAS REASON et. al., 2007).



92

HOAL-VAN-HELDEN et al. analisaram as concentracOes séricas de
MBL e o polimorfismo do €xon 1 (alelo B) em 91 pacientes sul-africanos portadores
de tuberculose pulmonar, em 64 pacientes portadores de meningite tuberculosa € em
79 controles saudaveis. A freqiiéncia do alelo B foi significativamente maior nos
controles quando comparada aos grupos de pacientes. As concentragOes séricas de
MBL nos controles foram também significativamente menores do que nos pacientes
portadores de meningite tuberculosa. Os autores concluiram que a presenca do alelo
mutante B pode exercer um efeito protetor importante contra o desenvolvimento deste
tipo de meningite.

A MBL exerce dentro do sisttma imune inato uma funcdo de
reconhecimento de padrbes de patdgenos, fungao também exercida pelos receptores
toll-like, os quais ja foram objeto de estudo na FR e na CRC. BERDELI et al. (2005)
estudaram a relacao do polimorfismo do receptor toll-like 2 (TL-2) em pacientes turcos
com FR aguda. Os autores encontraram uma frequéncia elevada do alelo Arg753GIn
no grupo de pacientes quando comparados aos individuos saudaveis, conferindo aos
pacientes portadores deste polimorfismo um OR de 97.1 (IC 95% 32.5 — 290) para o
desenvolvimento de FR. Esse achado difere do encontrado em pacientes de mesma
origem étnica com CRC (DUZGUN et al., 2007), nos quais o polimorfismo em
questao nao exerceu influéncia no desenvolvimento da doenga.

Observa-se também uma interrelacao entre MBL e citocinas. Evidéncias
in vitro demonstram que a IL-6 pode aumentar a expressao do mRNA da MBL. ARAI
et al. (1993) observaram um aumento da expressao do mRNA da MBL em células
hepaticas da linhagem HuH-7 pela a¢do desta citocina. FRASER et al. (2006), também
em experimento realizado in vitro, observaram que mondcitos humanos expostos a
estimulo fagocitico na presenga de MBL, exibem secrecao aumentada de IL-10, IL-6 e
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra). SANTOS et. al (2001) observaram que a
secrecao de IL-6 e TNF-a por polimorfonucleares humanos incubados com formas
promastigotas de Leishmania chagasi aumentava de maneira dose-dependente, quando

incubadas na presenca de MBL.
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YEGIN, COSKUM E ERTUG (1997) avaliaram o perfil de citocinas de
27 criangas turcas no primeiro surto de FR (15 sem o envolvimento cardiaco e 12 com
cardite reumdtica aguda). Na avaliagdo do grupo como um todo, foram observadas
concentragOes significativamente mais elevadas de TNF-o, IL-8 e IL-6 na admissao,
quando comparados com os valores obtidos 7 dias apds o tratamento, quando apenas 2
pacientes ainda permaneceram com as concentracoes de TNF-a elevadas (um em cada
sub-grupo). As concentracoes de TNF-a mostraram correlacdo significativa com as de

IL-6.

Comparando o perfil de mediadores inflamatérios de 92 pacientes turcos
portadores de CRC com 50 controles saudiaveis DAVUTOGLU et al. (2005)
encontraram concentrages s€ricas significativamente elevadas de IL-6, receptor de
IL-2 (IL-2R), IL-8, TNF-q, fibrinogénio ¢ CRP de alta sensibillidade no grupo de
pacientes (p<0.001). Ainda, as concentra¢Oes de IL-6, TNF-q, fibrinogénio e da CRP

se correlacionaram positivamente com a gravidade da lesao valvar.

Portanto, o papel da MBL na patogénese na FR ¢ CRC pode também
estar relacionado a modulagdo da resposta inflamatoria via secrecao de citocinas, como
o TNF-a, citocina pro-inflamatoria com expressao aumentada no tecido cardiaco de
pacientes portadores de CRC e que parece ter a sua secre¢ao influenciada pela MBL.
Ainda, concentra¢Ges elevadas de IL-6, que sdo vistas tanto na FR aguda quanto na

CRC, podem levar a uma maior expressao do gene MBL2.

Outro mecanismo possivel de lesao mediada pela MBL €, como descrito
anteriormente, através da ligacdo com estruturas proprias do organismo. As valvulas
cardiacas sdao ricas em N-acetil-glucosamina (ARMSTRONG E BISCHOFF, 2004),
molécula que se liga a MBL. Além disso, NAYAR, NAYAR E CHERIAN (2006),
estudando valvulas de pacientes portadores de CRC, encontraram degeneracao
mixomatosa em um numero significativo delas. O tecido mixomatoso € rico em acido
hialurénico, um polissacarideo de alto peso molecular composto por sequéncias

repetidas de 4cido glicurdonico e N-acetil-glucosamina. Desta maneira, pode-se
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imaginar que a ativagdo do complemento e as lesdes decorrentes desta na CRA e na

CRC possam estar ocorrendo em parte através da ligagcao da MBL com esta molécula.

E importante observar que na amostra de pacientes portadores de FR
utilizadas nesta analise, a maioria (95,3%) apresentava cardite como manifestacao
clinica. A hipétese da MBL atuar como fator patogénico na FR per se ou
especificamente nas manifestacdes cardiacas deve ser abordada em futuros estudos,
com um nimero maior de pacientes portadores das demais manifestacdes clinicas da
doenca (coréia, eritema marginado € ndédulos sub-cutaneos), uma vez que a frequéncia
reduzida destas manifestacdes observadas na presente analise traduzem um poder

muito baixo para qualquer associacao, seja ela positiva ou negativa.

A ativagdo de complemento pela MBL depende principalmente de uma
de suas serina-protease associadas, a MASP-2, cujo polimorfismo D/20G, relacionado
a deficiéncia da proteina, ja foi associado a fenOmenos de auto-imunidade
(STENGAARD-PEDERSEN et al., 2003) e a predisposicdio a infecgdes
(SCHLAPBACH et. al., 2007). Na andlise referente a variante D/20G, nenhuma
diferenca na freqiiéncia desta mutacao foi observada entre pacientes portadores de
CRC, com histéria de FR sem seqiielas cardiacas e controles, embora somente 0s
pacientes com CRC apresentaram a mutagdo e esta na forma heterozigota. Assim,
concluiu-se que, se uma deficiéncia na via das lectinas desempenha um fator protetor
para o desenvolvimento da doenca cardiaca reumadtica, esse fator protetor deve-se
parcialmente a funcdao do gene MBL2, e nao da sua serina-protease associada, MASP-
2. Uma vez que a frequéncia do alelo D120G € baixa, fato confirmado também na
presente andlise, estudos futuros com um maior nimero de individuos sao necessarios
para se estabelecer a relacao deste e dos demais polimorfismos MASP2 com a FR, bem
como a funcado dos outros elementos da via das lectinas (ficolinas M, L. ¢ H, MASP-1,

MASP-3) nesta doenga.

O acompanhamento a longo prazo dos pacientes com histéria de CRA

investigados se faz necessario, como intuito de observar quais deles realmente
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evoluirao para CRC. Além disso, estudos envolvendo individuos de outros centros

também sao importantes, com o objetivo de confirmar nossos achados.

Em resumo, os genodtipos relacionados a maior producao de MBL
parecem representar um fator de risco para o desenvolvimento de cardite tanto aguda
quanto cronica. Além disso, a MBL e suas variantes genéticas podem desempenhar um
papel importante na progressiao da doenca para a forma cronica. Por outro lado, a
presenca dos alelos mutantes parece exercer um efeito protetor em relagdo as
manifestacOes cardiacas da FR, porém parecem estar associados a presenca de artrite.
O fato que alguns dos pacientes portadores de FR apresentam simultaneamente artrite
e cardite como manifestacOes clinicas deixa claro que a MBL ndo € o unico fator

envolvido na complexa patogénese desta doencga.

Um modelo experimental de cardite/valvulite reumatica foi desenvolvido
em 2001 por QUINN et al. Nesta, ratos imunizados com proteina-M recombinante ou
miosina humana desenvolveram gras variados de inflamag¢do do miocardio e das
valvulas cardiacas. Tendo em vista a disponibilidade de anticorpor monoclonais anti-
MBL (JORDAN, MONTALTO e STAHL, 2001), um estudo utilizando este modelo
poderia ser realizado com o intuito da observagao dos resultados in vivo do bloqueio
da MBL na cariopatia reumatica induzida. Dentro deste mesmo cendrio, poderia ser
tracada uma andlise do perfil de citocinas poOs-bloqueio da proteina, dada a
multiplicidade de efeitos que a MBL pode apresentar dentro de cada situagao clinica e

experimental, conforme mostrado no QUADRO 2.

Até o momento a cardite reumatica nao conta com nenhum tratamento
que efetivamente altere o curso da doenga (CARAPETIS, McDONALD e WILSON,
2005), Pelos resultados obtidos nas andlises aqui realizadas, abre-se uma nova
perspectiva para futuros estudos, visando melhores alternativas terap€uticas para os

portadores dessa patologia.
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7. CONCLUSOES

® Os genodtipos YA/YA e YA/XA, que aumentam a taxa de transcri¢do do gene MBL2,
estdo associados a um aumento superior a duas vezes (OR>2, tabelas 7, 8 e 10) no
risco para o desenvolvimento de cardiopatia reumatica aguda e cronica na populagao

estudada.

® Concentragdes de MBL acima de 2800 ng/ml estao associadas a um aumento de

cerca de 3 vezes no risco para o desenvolvimento de CRC.

e O aumento da frequéncia dos alelos mutantes (O) nos controles quando comparada
aos pacientes com historia de cardite reumatica como um todo (OR: 0,63, tabela 7) e
do alelo mutante B quando comparados aos pacientes com histéria de cardite
reumatica aguda (OR 0.36, tabela 10), sugere um papel protetor das mutacdes do €xon

1, especialmente do alelo B, contra o desenvolvimento de cardite reumatica.

® A associagao de artrite com genoétipos relacionados a baixa concentracio de MBL
(OR 0.22, tabela 13), pode estar relacionada em parte com a diminui¢do na remogao de

imunocomplexos articulares mediada por MBL neste grupo de pacientes.

® O polimorfismo D120G do gene MASP2 nao se mostrou associado a febre reumatica

na populagio estudada (tabela 15).

e Finalmente, o gene MBL2 parece desempenhar um papel imunogenético e
inflamatério na FR, o que coloca a terapia anti-MBL como opcao para estudos

experimentais futuros nesta patologia.
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ANEXO 1 - TERMO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETIC A



LE : CEP FA 41360185 11 OUT. 2085 11:43

& HOSPITAL DE CLINICAS
B UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 11 de outubro de 2005.

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

Prezado Pesquisador:

Comunico que a Reaprovagdo Anual, referente ao Projeto de
Pesquisa intitulado “AVALIACAO DA ATIVIDADE INFLAMATORIA EM PACIENTES
PORTADORES DE VALVULOPATIA MITRAL REUMATICA”, foim analisado pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos. O referido documento esta de acordo
com as normas éticas estabelecidas pela Resolucdo n® 196/96 do Ministério da
Sauds.
Protocolo CEP/HC 481.073/2002-06

Atenciosamente,

Renate Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR
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ANEXO 2 - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E EXCLARECIDO



3.5. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé € portador de Febre Reumdtica e estd sendo convidado a participar de um estudo intitulado:
“Avaliagdo da Atividade Inflamat6ria em pacientes portadores de Cardiopatia Reumaética Cronica”,
e sua participagdo € de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa é estudar a resposta inflamatéria em pacientes -portadores de febre
reumatica.

¢) Caso vocé participe da pesquisa, serd necéssirio responder questiondarios sobre a sua doenga e
doar uma amostra de 20 ml de sangue, para estudo.

d) Vocé poderd experimentar algum desconforto, principalmente relacionados com a coleta de
sangue

¢) O médico, Dr. Marcelo Derbli Schafranski, celular: 42 9982 1841, que podera ser contatado de
manhi e de tarde, de segunda a sexta, € o responsével pelo estudo e fard o acompanhamento através
de visitas ambulatoriais, conforme consta no padrio Etico e Vigente no Brasil.

f) A sua participagdo neste estudo € voluntéria. Vocé€ tem a liberdade de recusar participar do
estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato ndo
implicard na interrupgdo de seu atendimento, que est4 assegurado.

2) As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto , se qualquer informagao for divulgada em relatério
ou publicagdo, isto ser4 feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

h) Todas as despesas necessérias para a realizagdo da pesquisa (exames, medicamentos , etc...) nio
s3o da responsabilidade do paciente.

i) Pela sua participagio no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé terd a
garantia de que qualquer problema decorrente do estudo ser4 tratado no préprio H.C.

j) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecerd seu nome, € sim um codigo.
k) Durante o estudo, nfo h4 restrigdo quanto ao uso <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>