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RESUMO

A Doenca de Chagas afeta aproximadamente 18 milhées de pessoas em toda
América Latina. Embora a maioria dos individuos infectados permaneca na forma
indeterminada, ou assintomatica, a cada ano cerca de 2 a 5% destes evoluem para
alguma das formas sintomaticas da doenga, com comprometimento cardiaco,
digestivo e neurolégico. Estima-se que 30% - 40% dos pacientes desenvolvem a
cardiomiopatia chagasica cronica (CCC), a qual é caracterizada por uma inflamagéao
cronica, progressiva e multifocal, com formacdo de fibrose e perda de fungéo,
levando a insuficiéncia cardiaca (IC). Nao existe marcador laboratorial capaz de
indicar quais pacientes evoluirdo da forma indeterminada para as formas
sintomaticas da DC. A lectina ligante de manose (MBL) é uma molécula de
reconhecimento do sistema imune inato que desempenha um importante papel na
primeira linha de defesa contra infecgbes. Sua relevancia € bem conhecida em
diferentes doencas infecciosas, inflamatérias e autoimunes. A deficiéncia de MBL
tem sido relacionada com susceptibilidade em infecgdes causadas por virus,
bactérias, fungos e protozoarios. Por outro lado, altos niveis de MBL parecem
beneficiar patdgenos intracelulares, os quais se utilizam da opsonizagao por C3 para
invadir as células do hospedeiro. Além disso, existem evidéncias do papel pro-
inflamatério da MBL e sua participagdo na injuria tecidual, influenciando na
gravidade de varias doencas, incluindo cardiovasculares. A proteina C - reativa
(CRP) é uma proteina de fase aguda com importante funcdo na defesa do
organismo e tem sido utilizada como marcador prognéstico para doencas
cardiovasculares. No presente estudo determinou-se as concentracdes séricas de
MBL e CRP em pacientes chagasicos crénicos e sua relagcdo com a susceptibilidade,
progressdo e gravidade da doenga. Foram investigados 150 pacientes, 70 (46,7%)
homens e 80 (53,3%) mulheres, mediana da idade de 57 + 9,7 anos, apresentando
as formas clinicas indeterminada (n = 62), cardiaca (n = 54), digestiva (n = 15) e
associada (n = 19), além de 139 controles sadios. As concentragdes séricas de MBL
e CRP foram determinadas através de ensaio de imunoadsorcao ligado a enzima e
por nefelometria, respectivamente. Embora ndo tenham sido observadas diferengas
significativas nos niveis de MBL entre pacientes e controles (p=ns), esses foram
mais elevados nos pacientes masculinos quando comparados ao sexo feminino (p =
0,0396). Observou-se uma associagdo positiva entre altos niveis de MBL em
pacientes com |IC quando comparado aos pacientes sem IC (Med = 2.369 ng/ml vs
800 ng/ml; p = 0,0204). Com relacao aos niveis de CRP, ndo se observou diferenca
significativa entre as diferentes formas clinicas, porém um aumento nao significante
ocorreu no grupo com IC, em relacao ao grupo sem IC. Um aumento gradativo dos
niveis séricos de MBL com a faixa etaria foi observado nos pacientes totais
(p=0,0115) e na forma cardiaca (p = 0,0270). Por fim, uma associacao positiva entre
valores altos de MBL (> 1.000 ng/ml) e a idade nos pacientes totais [64% ou 11/17
vs 36% ou 49/84; p Fisher = 0,027; O.R = 1,69] foi evidenciada. De acordo com os
resultados obtidos, a deficiéncia de MBL parece nao conferir susceptibilidade a
infeccdo pelo T. cruzi ‘per se”. Porém, altas concentracbes da proteina estdo
associadas com a gravidade do acometimento cardiaco e permitem sugerir um papel
pro-inflamatério da MBL na progressdo da CCC, promovendo ativacdo do
complemento e injuria tecidual, contribuindo para o desenvolvimento da IC.
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ABSTRACT

Chagas disease affects approximately 18 millions of people widespread throughout
Latin America. Although, most of infected individuals remain in the indeterminate or
assymptomatic form of the disease, about 2 - 5% of them progress, each year, to
some of the symptomatic forms, presenting cardiac, digestive and neurologic
commitment. About 30% - 40% of patients will develop the chronic chagasic
cardiomyopathy (CCC), which is characterized by a chronic, progressive and
multifocal inflammation, with fibrosis and function lost, leading to cardiac insufficiency
(Cl). There is no available laboratory marker to indicate which patients will progress
from the indeterminate to the symptomatic forms. Mannose binding lectin (MBL) is a
recognition molecule of the innate immunity that plays a crucial role in host defense,
mediating the phagocytosis and complement-mediated destruction of pathogens.
There are several studies emphasizing the relevance of MBL in different infectious,
inflammatory and autoimmune diseases. MBL deficiency has been implicated in
susceptibility in viral, bacterial, fungal, and protozoan infections. However, high MBL
levels might be advantageous for intracellular organisms, which use C3 opsonization
to enter the host cells. In addition, a relevant role for MBL in the tissue injury involved
in inflammatory cardiac disorders has been suggested. C-Reactive Protein (CRP) is
an acute phase protein with an important function in the inflammatory response, used
as a prognostic marker of cardiovascular diseases. The aim of this study was to
determinate MBL and CRP levels and to investigate their relationship with
susceptibibity, progression and severity in chronic Chagas disease. The study
included 150 chagasic patients - 80 female and 70 male; median age = 57 + 9,7
years - presenting indeterminate (n=62), cardiac (n=54), digestive (n = 15) and
associated (n=19) clinical forms. As controls 139 healthy subjects were investigated.
MBL and CRP levels were measured through enzyme-linked immunosorbent assay
and nephelometry, respectively. There was no significant difference in MBL levels
between patients and controls. However, MBL levels were increased in male when
compared with female patients (p = 0,0396). A positive association between high
MBL levels (>1.000 ng/ml) was observed in patients presenting Cl (Med = 2.369
ng/ml) when compared with individuals without Cl (Med = 800 ng/ml; p = 0,0204).
There was no statististic difference in CRP levels between the clinical forms, and
allthough they were increased in the patients with Cl in relation to the patients without
Cl, this difference was not significant. In addition, a progressive increase of MBL
levels was evidenced with the age in the patients total (p=0,0115) and cardiac
patients (p = 0,0270). Finally, a positive association between high MBL levels (>
1.000 ng/ml) and patients age [64%, 11/17 vs 36%, 49/84; p Fisher = 0,027; O.R =
1,69] was evidenced. According to these results, MBL deficiency appears not to
confer susceptibility to T. cruzi infection “per se”. However, high concentrations of this
protein were associated with severity of cardiac commitment. These data suggest a
pro-inflammatory role for MBL in CCC progression, by promoting complement
activation and tissue injury contributing to CCl development.
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1 INTRODUCAO

O sistema complemento possui importancia fundamental na homeostasia e
na defesa imunolégica do organismo, sendo que interagdes entre diversas proteinas
séricas do hospedeiro podem ativa-lo através das vias classica, alternativa e das
lectinas.

A MBL (lectina ligante de manose) representa a proteina central de ativacao
da via das lectinas, a qual desempenha importante papel na primeira linha de defesa
do hospedeiro contra infecgdes, antes da producao de anticorpos. A MBL se liga a
carboidratos presentes na superficie de diversos patdogenos, promovendo a
opsonizagao, fagocitose e sua destruicao mediada pela ativacdo do complemento
(TURNER, 2003). A variagdo da concentragdo interindividual de MBL é
geneticamente determinada (MADSEN et al., 1995). Cerca de 13% da populagéao
mundial possui haplétipos que determinam baixa producdo de MBL e 22%
simplesmente ndo a produz (VERDU et al., 2006). Baixas concentragdes de MBL
tém como consequéncia diminuicdo ou auséncia da ativacao da via das lectinas do
complemento, e estdo associadas a uma maior susceptibilidade a infec¢des por
virus, bactérias, fungos e protozoarios. Porém, em alguns casos, a deficiéncia de
MBL parece ser vantajosa, especialmente em infecgées causadas por patdogenos
intracelulares, os quais usam a opsonizagao por componentes do complemento e
seus respectivos receptores nos fagocitos para infectar o hospedeiro (TURNER,
2003). Além disso, existem evidéncias do seu papel pro-inflamatorio e participagéao
na injuria tecidual, inflenciando na gravidade de varias doengas, inclusive
cardiovasculares (JORDAN; MONTALTO; STAHL, 2001; BUSCHE et al., 2008).

A proteina C-Reativa (CRP) participa das reagdes inflamatérias agudas,
exercendo um importante papel na defesa do organismo. Esta proteina tem sido
bastante utilizada como marcador prognéstico em cardiopatias ndo chagasicas.

A Doenca de Chagas (DC) é uma das doencas de mais larga distribuicao no
continente americano, afetando milhdes de individuos, com relevantes implicacoes
médicas, sociais e econdmicas (JUNQUEIRA JUNIOR, 2006). O Trypanosoma cruzi,
agente causal da DC, &€ um patdégeno intracelular obrigatério, que infecta
principalmente macrofagos, fibroblastos, células do miocardio, gliais e
reticuloendoteliais (LEVINSON; JAWETZ, 2006; LIEKE et al., 2006).



Muitos medicamentos foram testados contra o T. cruzi, porém, sem sucesso
(DIAS, 1999). As drogas utilizadas atualmente no tratamento etiolégico séao efetivas
apenas na fase aguda da infeccdo e o tratamento é frequentemente interrompido
devido aos efeitos colaterais. H4& mais de 25 anos ndo sado produzidos novos
medicamentos (DOS SANTOS; SOARES; DE CARVALHO, 2004; DNDI, 2007).

A infeccao chagasica ocorre predominantemente nos primeiros anos de vida.
Os individuos que sobrevivem ao periodo agudo da infecgdo permanecem
infectados pelo resto da vida, pela inexisténcia de tratamento efetivo. E considerada
uma doenca incapacitante, que na sua fase crénica acomete individuos em idade
produtiva, apresentando repercussdes importantes de ordem socioecondémica e
previdenciaria. A magnitude do custo social da doenca torna-se evidente quando se
considera o elevado numero de pessoas infectadas. Destaca-se o elevado custo
social incidente sobre a imensa parcela da forca de trabalho dedicado a producao
agricola. Em alguns dos centros metropolitanos, a prevaléncia de trabalhadores
acometidos pela doenga é de 4 a 7% (VINHAES; DIAS, 2000). Além disso, os
individuos chagasicos sdo muitas vezes estigmatizados pelo diagnéstico da doenca,
chegando a ser rejeitados em exames admissionais (IANNI; MADY, 1997).

A mortalidade precoce e invalidez causada pela DC resultam em uma perda
econdmica devastadora nas Américas. Em 1995, esta foi estimada em US$ 8,156
milhdes, o qual € equivalente a 2.5% da divida externa da América Latina. Entre
1979 e 1981, cerca de 300 milhdes de ddblares foram gastos no Brasil, segundo
estimativas baseadas no numero total de casos da doenga naquele periodo
(MONCAYO, 1997; MONCAYO, 2003). De acordo com pesquisas recentes a DC
esta associada com 14.000 mortes por ano e 0,7 milhdes de incapacitados,
globalmente, constituindo a sexta mais importante doencga tropical negligenciada do
mundo (HOTEZ et al., 2007). A DC € um exemplo primario do peso significante e
sofrimento imposto pelas doengas negligenciadas, altamente prevalentes nas
Américas (FRANCO-PAREDES et al., 2007).

Os avangos alcangados no controle da transmissdo vetorial € um fator
determinante da reducdo do numero de chagasicos, contudo, é preciso avancar no
controle da doenga existente entre os milhdes de infectados (YASUDA, 2000).
Estratégias no sentido de se definir grupos de risco, passiveis de intervencao
terapéutica e/ou readaptacdo profissional, sdo fundamentais e devem ser
encorajadas (RIBEIRO; ROCHA, 1998; YASUDA, 2000).



Existe uma ampla variacdo na evolucao das formas clinicas da DC, que
compreende casos de inalterabilidade por toda vida a progressao continuada da
doencga, culminando com a morte do individuo. Porém, ha muita controvérsia sobre
que fatores influenciam essa evolugcdo. Embora numerosos estudos tenham
demonstrado o envolvimento da resposta imune na fisiopatogenia da DC, nenhum
estudo investigou a participacdo da MBL nessa doenca. Além disso, um Unico
estudo investigou o papel da CRP na cardiopatia chagésica crbnica, requendo
investigacées mais apuradas.

A elucidagéo dos processos imunopatolégicos envolvidos na DC € essencial
ndao somente para melhorar o entendimento da sua patogénese, como também os
métodos de prevencao e terapéuticos, conduzindo a possiveis medidas que possam
modificar a historia natural em beneficio dos milhdées de chagasicos existentes.
Considerando-se a auséncia de marcadores progndsticos capazes de indicar os
caminhos da evolugdo da DC, o presente trabalho visa contribuir neste aspecto,
investigando a influéncia das concentracées séricas de MBL e CRP em pacientes

chagasicos na evolugao clinica dessa esquecida populacao.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doencas negligenciadas sdo doengas que afetam milhares de pessoas ao
redor do mundo, mas que nao dispéem de tratamentos eficazes ou adequados. Em
sua maioria, sdo doengas tropicais infecciosas que afetam principalmente
populagdes pobres e esquecidas; a exemplo da leishmaniose, da doenga do sono,
da malaria e da DC, que geram um impacto devastador sobre a humanidade. Nas
doencas "extremamente negligenciadas”, como a DC, a maioria dos individuos
infectados € oriunda de area rural, pertencente aos extratos sociais menos
favorecidos e, portanto, com baixo poder aquisitivo. Por este motivo, tais doencas
tém sido progressivamente marginalizadas, pois nao existe interesse por parte da
industria farmacéutica em investir na pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos (DNDI, 2007; FRANCO-PAREDES et al., 2007).



2.2 DOENGCA DE CHAGAS

2.2.1 Historico
“Em 1907, ei-lo no vale do Rio das Velhas, no lugarejo histérico de Lassance, cumprindo o
seu rigoroso programa de luta antipalidica que o mais perfeito sucesso viria coroar. A sua
casa e o0 seu laboratério eram apenas um vagao de estrada de ferro... Distante da familia,
longe do conforto, em que se criara, lutava frente a frente contra o terrivel mal, porfiando com
inexcedivel zelo na preservagao da saude dos obreiros por cuja vida os responsabilizara.
Movido por nobilissimo sentimento de compaixdo humana, ia sempre muito além do que lhe
exigiam as obrigacOes da rotina profilatica. Percorria aquelas paragens desoladas, levando a
incontaveis vitimas de muitos males o remédio salvador e a palavra amiga, guiado seu
cérebro privilegiado de pesquisador pelos impulsos generosos de seu coragdo de médico”
(DIAS, E., 1989).
A citacdo acima se refere a trajetéria de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas

(FIGURA 1), médico sanitarista e genial cientista brasileiro, que em 1909 concluiu as

pesquisas destinadas a debelar a tripanossomiase americana, posteriormente

denominada Doenga de Chagas, em sua homenagem.

FIGURA 1 - CARLOS CHAGAS

FONTE: Capa do J. Bras. Patol. Med. Lab. vol.38 n® 4 (2002)

Recém formado em Medicina, com uma tese sobre o controle da malaria,
integrou-se a equipe de Oswaldo Cruz chefiando os trabalhos de combate a malaria
em Lassence, Minas Gerais, onde estava sendo construida a Estrada de Ferro

Central do Brasil. Como bom cientista, sua curiosidade levou-o a examinar animais e



pessoas, buscando informagdes sobre as principais doencas da regidao. Encontrou
barbeiros infectados com uma espécie de protozoario ainda desconhecida, e o0s
enviou para Oswaldo Cruz, que em seu laboratério, no Rio de Janeiro, conseguiu
infectar micos, comprovando a suspeita de Chagas de que este protozoario deveria
ser uma espécie nova que circularia entre barbeiro, mamiferos e talvez humanos. A
partir dai, Carlos Chagas procurou incessantemente aquele protozoario no sangue
de pessoas e animais residentes em casas infestadas por barbeiros. Foi assim que
no dia 14 de abril de 1909, ao examinar Berenice, uma crianc¢a febril de dois anos de
idade, Carlos Chagas descobriu em seu sangue aquele mesmo protozoario
encontrado nos barbeiros e nas diversas espécies de animais examinados. Sua
sintomatologia coincidia com aquela observada nos animais experimentalmente
infectados em laboratério (NEVES, 2005; FIOCRUZ, 2007).

O trabalho de Carlos Chagas € Unico na histéria da medicina.
Este notavel pesquisador ndo somente identificou o agente etiolégico, como também
seus reservatorios, além de estudar a morfologia e biologia do parasito nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado. Seu trabalho abrange ainda diversos outros
aspectos da doenca, tais como: anatomia patoldgica, epidemiologia, etiologia,
formas clinicas, meios de transmissdo, patogenia, profilaxia e sintomatologia
(NEVES, 2005). Foi ele ainda o primeiro a discutir a importancia social da nova
doenca, entre as endemias que assolavam o Pais. Fazendo uso das palavras do seu

mentor, Oswaldo Cruz:

"O descobrimento desta moléstia constitui 0 mais belo exemplo do poder da légica a servigo
da ciéncia. Nunca até agora, nos dominios das pesquisas biologicas, se tinha feito um
descobrimento tdo complexo e brilhante e, 0 que mais, por um s6 pesquisador”.

2.2.2 Agente etioldgico e vetores

O Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado causador da DC, assim
denominado por Carlos Chagas em homenagem a Oswaldo Cruz, é um parasita
intracelular que infecta uma variedade de tipos celulares, mas principalmente
macrofagos e fibroblastos (LIEKE et al., 2006). O T. cruzi € transmitido por um inseto
hematéfago vulgarmente conhecido por “barbeiro”, “chupéo” ou “fincao” (FIGURA 2).
Os barbeiros, também chamados chupancgas, bicudos ou procotés, sdo insetos muito
conhecidos das populagbes rurais de varias regides do Brasil. Sdo hemipteros de

tamanho relativamente grande, geralmente pretos ou acinzentados, possuem



manchas vermelhas, amarelas ou alaranjadas ao redor de seu abdome (DIAS,
1999). A seguir, apresenta-se uma ilustracado de um exemplar do género Triatoma,

bem como a classificacao taxondmica do inseto:

FIGURA 2 - INSETO DO GENERO TRIATOMA

Classe: Insecta
Ordem: Hemiptera
- Familia: Reduvidae

Subfamilia: Triatominae
Género: Triatoma

FONTE:http://www.vcu.edu/csbc/vpp/parasites_tcruzi_biobg.html

O barbeiro vive em paredes de choupanas rurais e se alimenta de sangue
humano a noite, picando principalmente ao redor da boca e dos olhos, dai o termo
“chupao” (LEVINSON; JAWETZ, 2006). Podem alimentar-se de qualquer tipo de
sangue seja de ave, mamifero, homem, ou mesmo animais de sangue frio. A picada
do inseto ndo é dolorosa, pois o0 barbeiro possui na saliva uma substancia que
anestesia o local onde introduz sua probdscide, porém provoca uma pequena
coceira.

Existem mais de 100 espécies de barbeiros amplamente difundidas nas
Américas, sendo encontrados desde o sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina (DIAS, 1989). Segundo dados da Funasa, das 118 espécies conhecidas,
42 foram identificadas até agora no pais, das quais 30 ja capturadas em ambiente
domiciliar. Dessas, cinco sao vetores potenciais, por ordem de importancia: Triatoma
brasiliensis, Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata
e Triatoma sordida.

2.2.3 Ciclo de vida

O T. cruzi possui em seu ciclo biolégico, nos hospedeiros vertebrado e
invertebrado, varias formas evolutivas (FIGURA 3). O ciclo de vida envolve o inseto
reduvideo do género Triatoma como vetor, e seres humanos e animais como

hospedeiros reservatérios, os quais incluem gatos e cachorros domésticos, além de



espécies selvagens como tatu, guaxinim e rato. Nos hospedeiros vertebrados e na
cultura de tecidos s&o encontradas intracelularmente as formas amastigotas, e

extracelularmente as formas tripomastigotas presentes no sangue circulante.

FIGURA 3 - CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi
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FONTE: http://www.bact.wisc.edu/foodsafety/parasite/t_cruzi_lcycle.jpg

O ciclo no barbeiro comeca com a ingestao de tripomastigotas presentes no
sangue do hospedeiro reservatorio. No estdbmago do inseto, essas se transformam
em formas arredondadas, com flagelo circundando o corpo, denominadas
esferomastigotas, que por sua vez transformam-se em epimastigotas, estando
presentes em todo intestino. No intestino médio, as formas epimastigotas se
multiplicam por divisdo bindria simples, sendo responsaveis pela manutencao da
infeccdo no vetor. No reto, as epimastigotas se diferenciam em tripomastigota, as
quais sao infectantes para os vertebrados. Considerando o mecanismo natural de

infeccao pelo T. cruzi, as formas tripomastigotas metaciclicas eliminados nas fezes e



urina do vetor, durante ou logo apos o repasto sanguineo, penetram através do local
da picada e interagem com células do sistema mononuclear fagocitico (SMF) da
pele ou mucosas. Neste local ocorre a transformacao das tripomastigotas em
amastigotas, que entdo se multiplicam por divisdo binaria simples. Em seguida,
ocorre a diferenciacdo das amastigotas em tripomastigotas, as quais séo liberadas
da célula hospedeira para o intersticio e entram na corrente circulatéria. A partir dai
podem atingir outras células de qualquer tecido ou 6rgdo e cumprir novo ciclo
celular, quando nao destruidas por mecanismos imunol6gicos do hospedeiro. Para
completar o ciclo, tripomastigotas podem ser novamente ingeridas por triatomineos,
onde cumprirdo seu ciclo extracelular (NEVES, 2005).

A tripomastigota metaciclica constitui a forma mais natural de infec¢ao para o
hospedeiro. Entretanto, recentes estudos tém demonstrado que amastigotas
circulam no sangue de mamiferos infectados e estas podem invadir suas células
(KAHN et al., 1995). Muitos tipos celulares podem ser infectados, entretanto, células
do miocérdio, gliais e reticuloendoteliais sdo os alvos mais frequentes (LEVINSON;
JAWETZ, 2006).

2.2.4 Transmissao

A DC era primitivamente restrita aos pequenos mamiferos das matas e
campos das Américas, tais como tatus, gambas e roedores, 0s quais convivem com
barbeiros silvestres, e por onde circula o T. cruzi sem ocasionar prejuizo aos
mesmos. A chegada do homem e os processos de colonizagdo ocasionando
desequilibrios ecoldgicos (devido ao desmatamento e queimadas) desalojaram os
barbeiros do seu ambiente silvestre, fazendo com que os mesmos invadissem as
habitacées rusticas e pobres dos lavradores e colonos e, consequentemente,
levando a doenga ao homem e aos mamiferos domeésticos (DIAS; DIAS, 1989).

Os triatomineos, hematofagos estritos, encontraram naquelas habitagdes uma
condicéo ideal de abrigo e oferta de alimento abundante, tornando a transmisséo
vetorial 0 mecanismo primario de difusdo da doenca. Esta adaptagcdo dos vetores a
domicializagao é considerada o fator primordial da ocorréncia e da expansao da DC
humana (VINHAES; DIAS, 2000).

O mecanismo de transmissdo de maior importancia epidemiolégica € o

vetorial (NEVES, 2005). A infeccao também pode ser transmitida através de



transfusdo sanguinea e transplante, que é considerado o segundo modo mais
comum de transmissdo do T. cruzi. O terceiro modo é a transmissao vertical ou
congénita (SCHMUNIS, 2007). Existem ainda outras vias de transmissao
secundarias tais como: amamentagdo, acidentes de laboratério e,
excepcionalmente, pela via oral - através da ingestdo de agua ou alimentos
contendo fezes de barbeiro contaminadas (DIAS, 1999; PUNUKOLLU et al., 2007).

Existem relatos do encontro de tripomastigotas em sangue menstrual de
mulheres chagasicas e no esperma de cobaias infectados. Além disso, ja se
conseguiu demonstrar infecgao experimental, ap6s depositar o T. cruzi em vagina de
ratas. Entretanto, a via de transmissdo sexual nunca foi comprovada na espécie
humana (NEVES, 2005).

2.2.5 Epidemiologia

A infecgéo chagésica estende-se através das Américas do Norte, Central e do
Sul, distribuindo-se em 21 paises. Durante muito tempo a DC foi considerada uma
endemia exclusiva das Américas e por esse motivo, foi inicialmente denominada
“tripanossomiase americana” (LEVINSON; JAWETZ, 2006). Atualmente sabe-se que
a DC é& um problema mundial, com diversos casos notificados em paises
considerados nao endémicos, como Espanha, Estados Unidos, Canada e Australia,
os principais destinos dos imigrantes latinos. Problemas econdmicos e politicos
estimulam a migracao, propagando a DC dos paises endémicos para os paises
desenvolvidos. Em areas ndo endémicas, as principais vias de transmissao ocorrem
por transfusdo sanguinea, transplante de 6érgdos e através da via congenita
(REYES, 1993; SCHMUNIS, 2007; PIRON et al., 2008).

As medidas de controle adotadas modificaram consideravelmente a
epidemiologia da doenca, no que diz respeito a sua incidéncia e formas de
transmissao (LEDERBOUR; DIAS; VINHAES, 2004). Apés mais de 20 anos desde a
implementacdo destas ac¢des de controle de maneira sistematica e regular, a
Organizagao Pan-Americana da Saude certificou o Brasil, em 2006, como a primeira
nacdo da América Latina livre da transmissdao da DC pela espécie Triatoma
infestans, restando apenas o estado da Bahia com potencial de transmissao
(OPAS/OMS, 2006). No Parana, de acordo com dados da Funasa, a espécie T.
infestans foi encontrada pela dltima vez, em 1991. Apesar das agdes de controle

desenvolvidas no Parand pela antiga Sucam até 1.989 e, posteriormente pela



10

Funasa, verifica-se que a abrangéncia da area chagasica ainda € expressiva
(FIGURA 4).

FIGURA 4 - MUNICIPIOS DE AREAS CHAGASICAS NO PARANA (1979-2000)
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Embora o T. infestans, responsavel por grande parte dos casos crénicos
existentes no estado tenha sido exterminado, permanecem ainda outras espécies
vetoras, perfazendo a area chagasica do estado do Parana (FERREIRA, FREITAS e
COSTA, 2007). Casos autéctones, que até recentemente vinham sendo detectados
de maneira isolada na Amazénia, vém aumentando gradativamente nos ultimos
anos. Ao mesmo tempo, espécies de triatomineos silvestres aproximam-se
perigosamente do domicilio humano, como é o caso do Panstrongylus megistus no
Parana (KOPP, 2005), o que significa que a endemia pode se expandir
geograficamente. Além disso, devido ao aumento da tendéncia a migracao global, a
extensdo da DC ameaga expandir-se exponencialmente para regides nao
endémicas (BARCELO, 2006).

Apesar da significante diminuicdo da infeccdo e mortalidade nas ultimas
décadas, alcangada através das iniciativas do controle vetorial e do monitoramento
de doadores em bancos de sangue, estima-se que existam 16 a 18 milhdes de
individuos infectados, desde o sul dos Estados Unidos até a Patagénia. Calcula-se
ainda que a populagdo sob risco de contaminagdo na América Latina seja de
aproximadamente noventa milhées (TDR, 2005; MAGUIRE, 2006). O inquérito

sorologico nacional, realizado no final da década de 70, estimou a existéncia de
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cinco milhdes de brasileiros infectados pelo T. cruzi, na area endémica que se
estende do Piaui ao Rio Grande do Sul (VINHAES; DIAS, 2000). Segundo dados do
mesmo inquérito a prevaléncia para DC no Estado do Parana foi de 4,0% na época
(CAMARGO et al., 1984). Com base nesta prevaléncia, (SILVEIRA, 2000) estimaram
em 166.511 o numero de casos positivos da doenga para este Estado com
populagao rural de 4.164.943 de habitantes

A mortalidade precoce e invalidez causada por esta doenga, a qual
frequentemente ocorre na populagdo mais produtiva, jovens adultos, resulta em uma
perda econdmica devastadora nas Américas. Em 1995, esta foi estimada em
US$8,156 milhdes, o qual é equivalente a 2.5% da divida externa da América Latina.
Estimativas antigas sugerem que trezentos milhdes de ddélares foram perdidos no
Brasil entre 1979 e 1981 baseados no numero total de casos da doenga naquele
periodo (MONCAYO, 1997; MONCAYO, 2003). Dados mais recentes demonstram
que globalmente, a DC esta associada com 14.000 mortes por ano e 0,7 milhdes de
incapacitados, constituindo a sexta mais importante doenca tropical negligenciada
do mundo (HOTEZ et al., 2007).

A auséncia de politicas publicas voltadas para o desenvolvimento de agdes
para os casos crénicos impede a implantacao de estratégias para notificar,
quantificar e qualificar as informagbes. Da mesma forma, a falta de notificagao
compulséria impossibilita qualquer estimativa mais acurada de prevaléncia e
incidéncia, desconhecendo-se assim a real dimensdo do problema atual
(FERREIRA; FREITAS; COSTA, 2007).

2.2.6 Sintomatologia e Formas Clinicas

De modo geral, reconhece-se a presenca de trés estadios na DC: agudo,
cronico indeterminado e crénico determinado. A fase aguda, geralmente
oligossintomatica, inicia-se apds o periodo de incubacdo de cerca de sete a dez
dias, ndo sendo reconhecida na maioria das vezes. E mais grave em criancas
menores de dois anos, nas quais a letalidade pode chegar a 10% (RIBEIRO;
ROCHA, 1998). Os sintomas, quando presentes, surgem no préprio lugar onde se
deu a contaminagéo pelas fezes do inseto e consistem em: edema facial e presenca
de um nédulo préximo a picada, conhecido como chagoma ou sinal de Romana,
acompanhados de febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (LEVINSON;
JAWETZ, 2006).
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A febre, um dos sintomas mais freqlentes nessa fase da doenca, as vezes o
Unico, € baixa e continua, com duracao prolongada por semanas. O "mal estar", a
falta de apetite, 0 aceleramento dos batimentos cardiacos, o freqiente aumento do
figado e do baco, inchacdées da face e do corpo, surgem alguns dias apo6s a
penetracdo do parasita e indicam sua disseminagdo pelo organismo. O quadro
anteriormente descrito € mais comum em criangas com idade entre um e cinco anos.
Em pessoas mais velhas, geralmente, esses sinais ficam muito atenuados e a fase
inicial da doenca passa despercebida, confundindo-se com uma "gripe" ou "mal
estar" passageiro. Em geral, a fase aguda da infec¢cdo dura algumas semanas,
sendo que a febre e os demais sintomas tendem a desaparecer espontaneamente.
Em certos casos graves, porém, sobretudo em criangas, pode sobrevir a morte em
face de um ataque intensivo dos parasitas ao coragdo e sistema nervoso central
(DIAS; DIAS, 1989). No inicio da infecgdo a parasitemia € mais elevada. Quando o
hospedeiro desenvolve resposta imune eficaz, a parasitemia diminui e a infec¢édo
tende a se cronificar (NEVES, 2005).

Apés quatro a dez semanas de infecgdo, inicia-se a fase cronica
indeterminada, também conhecida como fase latente, que é caracterizada pela
auséncia de sintomas, além de radiografia e eletrocardiograma normais. A maioria
dos individuos permanece nessa forma indefinidamente, outros, geralmente apos
intervalo de dez a 20 anos, evoluem para alguma das formas crénicas determinadas
da doenca, com comprometimento cardiaco, digestivo ou neurolégico. O musculo
cardiaco € o tecido mais freqlente e mais intensamente afetado. Além disso, o dano
neuronal provoca arritmias cardiacas e perda do tdnus muscular do célon e eséfago,
levando a formagdo de megacdlon e megaesodfago, respectivamente (RIBEIRO;
ROCHA, 1998; LEVINSON; JAWETZ, 2006). Na figura 5 encontra-se uma
representacao esquematica da evolugéao clinica da DC.

Segundo RIBEIRO e ROCHA (1998), estima-se que cerca de 50% dos
individuos infectados se encontrem no estadio indeterminado. Embora os pacientes
nesta condigcdo apresentem de modo geral bom prognéstico, cerca de 2 a 5%
evoluem anualmente para uma das formas sintomaticas da doenga. Em cinco a dez
anos de evolugéo clinica, cerca de um ter¢o dos pacientes na forma indeterminada
poderdo ser cardiopatas. A maioria apresentara cardiopatia leve, porém, alguns
individuos evoluirdo para formas mais graves (RIBEIRO; ROCHA, 1998). Nos

estagios finais, ocorre acentuado aumento do coracdo com grave insuficiéncia
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cardiaca (IC), fenbmenos tromboembdlicos e arritmias graves (ROSSI, MENGEL,
1992). A IC é o estado fisiopatolégico em que o coracdo € incapaz de bombear
sangue a uma taxa satisfatoria as necessidades dos tecidos metabolizadores, ou
pode fazé-lo apenas a partir de uma pressdo de enchimento elevada
(BRAUNWALD; BRISTOW, 2000).

FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA EVOLUGAO CLINICA DA
DOENGCA DE CHAGAS

Infecgéo pelo Fase aguda Fase crénica
T. cruzi I I
l | Incubagdo | l
| |
| )
7- 10 dias 1-2meses 10- 20 anos

Dligossintomatica

Periodo Assintomatico | |
I |

MWanifestagdes clinicas

FONTE: O AUTOR

As mortes causadas por DC ocorrem comumente devido a arritmias e falha
cardiaca. A morte subita representa um risco constante em qualquer estagio clinico
e pode ocorrer em um a dois tercos dos pacientes que vao a 6bito devido a DC.
Embora a maioria destes pacientes tenha apresentado evidéncias clinicas de IC
prévia, cerca de um terco a um quinto das mortes subitas entre chagésicos ocorrem
em pacientes assintomaticos. Assim, esta pode ser a primeira manifestacao clinica
da doenga, retirando a vida de pessoas jovens, produtivas e em condi¢coes
aparentemente saudaveis (RIBEIRO; ROCHA, 1998; ROSSI; MENGEL, 1992).
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2.2.7 Aspectos Imunopatolégicos

Existem fortes evidéncias da participagdo tanto da resposta imune humoral
como celular na patogénese da DC.

A fase aguda caracteriza-se pela intensa multiplicacao do parasita e invasao
as células do hospedeiro. Num estudo experimental em ratos, sugeriu-se que as
formas tripomastigotas sanguineas penetram ativamente nos macréfagos (KIPNIS;
CALICH; DA SILVA, 1979). A medida que o ciclo de invasdo e ruptura celular se
repete, o histiotropismo se desloca do SMF para células musculares lisas e
cardiacas, e para o sistema nervoso. A disseminagdo do parasita pelos tecidos do
hospedeiro provoca areas de inflamacdo multifocal em diversos 06rgaos,
predominantemente no coracdo e sistema nervoso, seguido de miosite focal e
comprometimento dos plexos nervosos intestinais, nos casos mais graves. Ao
mesmo tempo em que a infecgcdo se estende aos diferentes tecidos, a parasitemia
aumenta e a resposta imune € iniciada com a producdo de anticorpos e intensa
reatividade celular no sitio inicial de inoculagdo. Durante a fase aguda, existe uma
relacdo evidente entre as lesdes inflamatoérias e a presenca do T. cruzi, pois ao
romperem as células do hospedeiro estes podem ativar mediadores quimicos da
inflamagéo (DIAS; DIAS, 1989).

Nas lesdes agudas, demonstrou-se através de imunofluorescéncia a presenca
de depositos de imunoglobulinas na superficie do T. cruzi em areas de acumulo de
polimorfonucleares, sugerindo uma forte reacdo humoral do tipo Il com a formagao
local de imunocomplexos. Embora a multiplicacdo do parasita seja evidente durante
o periodo agudo da infeccdo, a intensa miocardite nesta fase exibe sinais
ultraestruturais de danos causados pela imunidade mediada por células com
predominio de mondcitos, histiécitos, linfocitos, neutrofilos e eosinofilos. Estas
atingem cardiomidcitos parasitados e nao parasitados, além do endotélio de
capilares miocardiais, levando a microangiopatia. Tanto na forma indeterminada
quanto na cardiaca observou-se que o sistema imune esta igualmente mobilizado,
com produgédo de anticorpos T. cruzi especificos e dirigidos a antigenos proéprios.
(ANDRADE, 1969; ANDRADE, 1992).

A resposta imune do hospedeiro € capaz de reduzir consideravelmente a
carga parasitaria e promover a modulagao da inflamacao, caracterizando o fim da
fase aguda. Porém, a inflamacao persiste na fase indeterminada, de forma branda e

focal (ANDRADE, 1999). Com o fim da fase aguda, os protozoarios que nao foram
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eliminados pela resposta humoral podem permanecer vidveis no interior das células
infectadas. Nao ha dividas de que o sistema imune é capaz de reconhecer
antigenos do T. cruzi e proteger o hospedeiro contra a infeccao massiva. Entretanto,
este ndo é capaz de eliminar todos os parasitas e assim, a infeccao crbnica
prossegue (BRAUN; DE TITTO, 1985).

2.2.7.1 Patogénese da Cardiomiopatia Chagasica Cronica

Diferentes hipoteses tém sido propostas para explicar a patogénese da
cardiopatia chagasica cronica (CCC).

Diversas investigagbes independentes tém demonstrado que a miocardite
difusa com miocitolise e fibrose reparativa, marcantes na CCC, sédo caracteristicas
de uma reacdo de hipersensibililidade do tipo tardia (DTH), com infiltrados
inflamatérios compostos principalmente de células mononucleares, onde
predominam as células linféides (TORRES, 1960; ROSSI; BESTETTI, 1995). Junto
com a demonstracdo da deposicao de imunoglobulinas e complemento no tecido
cardiaco, estes achados constituem importantes evidéncias do envolvimento de
fatores imunolégicos na patogénese da CCC (CUNHA-NETO et al., 2006). Apesar
da evidente participacdo da resposta imune na injuria tecidual do miocardio, a
natureza do(s) antigeno(s) essencial (is) que incita(m) a resposta imune destrutiva
permanece indefinida (MARIN-NETO et al., 2007).

Antigenos e DNA provenientes do T. cruzi foram encontrados no tecido
cardiaco de pacientes chagasicos cronicos, e células T CD8+ foram isoladas de
material de biépsia em endocardio de pacientes com a DC cardiaca (FONSECA et
al., 2005). Isto fornece evidéncias do recrutamento e expansao de células T- T. cruzi
especificas para o miocéardio, possivelmente relacionadas a persisténcia do parasita.
Porém, o material proveniente dos parasitas encontrado no miocardio de pacientes
chagasicos cronicos é bastante escasso em comparagdo com a intensidade da
miocardite. Além disso, DNA de T. cruzi tem sido também detectado em tecido
cardiaco de pacientes com a forma indeterminada. Por fim, a intensidade da
parasitemia ndo esta diretamente relacionada com a evolucao clinica dos pacientes.
Os ninhos de Gaspar Vianna, estrutura semelhante a um cisto, formada pelo
agrupamento das formas amastigotas no interior das células do hospedeiro, podem
permanecer livres de inflamacao, apesar do intenso parasitismo. Portanto, outros

fatores, além da persisténcia do parasita, devem fazer com que um subgrupo de
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individuos apresentem danos progressivos no miocardio (CUNHA-NETO et al., 2006;
MARIN-NETO et al., 2007).

Tem sido bastante discutida a hipétese da autoimunidade, na qual se afirma
que a quebra da tolerancia imunologica e consequente dano cardiaco seriam
secundarios a uma resposta originalmente protetora. Varios mecanismos
responsaveis por desencadear a automimunidade, ap6s a infecccao pelo T. cruzi
tém sido sugeridos: a exposi¢do de antigenos sequestrados apds o dano tecidual,
seguida por sensibilizacdo em ambiente inflamatdrio; o mimetismo molecular, no
qual células T e B reconhecem antigenos do parasita que compartilham epitopos
similares a componentes especificos do miocardio, gerando uma resposta
autoimune cruzada; e a ativacao policlonal levando a produgédo de autoanticorpos
(MARIN-NETO et al., 2007). O soro de pacientes chagasicos contém autoanticorpos
especificos para varios autoantigenos expressos em tecidos cardiacos, nervosos,
entre outros. No trabalho de GOIN et al. (1997), o soro de mais de 80% dos
pacientes apresentaram anticorpos antineurénio. No mesmo estudo, anticorpos
funcionais contra receptores adrenérgicos e muscarinicos encontrados no soro de
chagasicos, com a forma cardiaca arritmica, induziu arritmia em coelhos. O soro de
pacientes chagasicos crbnicos contém anticorpos cross-reativos entre proteinas
humana e do T. cruzi, muitas das quais s&o evolutivamente conservadas. Anticorpos
cross-reativos entre a proteina PO ribossomal do T.cruzi e o receptor B1-adrenérgico
foram detectados em pacientes chagasicos (FERRARI et al., 1995). Além disso,
anticorpos cross-reativos entre a cadeia pesada da miosina e a proteina B14 do T.
cruzi sdo mais freqlientes no soro de pacientes com a forma cardiaca do que em
pacientes na forma indeterminada (CUNHA-NETO et al., 1995).

A resposta T. cruzi especifica devido a persisténcia do parasita nos tecidos e
a autoimunidade ndo s&o incompativeis ou mutuamente exclusivas e,
provavelmente, a combinagdo de ambas as respostas estejam envolvidas na
patogénese da DC. Entretanto, os mecanismos imunopatolégicos envolvidos na
CCC permanecem pouco compreendidos e bastante controversos. Determinar se a
autoimunidade e o mimetismo molecular, tanto quanto a resposta imune dirigida ao
parasita, sdo causas ou consequéncias do dano tecidual na DC cardiaca é a chave
para compreender a patogénese da CCC (MARIN-NETO et al., 2007).
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2.2.8 Diagndstico laboratorial

A doenca aguda ¢é diagnosticada pela demonstracdo da presenca de
tripomastigotas, formas presentes na corrente sanguinea em abundancia apenas
nessa fase. Com esta finalidade, podem ser realizados esfregacos espessos e
delgados do sangue do paciente. Na fase cronica, a formas amastigotas
predominam nos tecidos e as tripomastigotas sdo escassas na circulagdo. O
diagnéstico laboratorial nessa fase, portanto, é dificil e outros métodos diagnosticos
tais como: hemocultura, xenodiagnéstico e testes sorolégicos sao requeridos.
(FERREIRA; AVILA, 2001; NEVES, 2005).

O xenodiagndstico consiste em permitir que barbeiros néo infectados, criados
em laboratério, se alimentem do sangue do paciente, e ap6s varias semanas 0
conteudo intestinal dos insetos € examinado em busca do T. cruzi. Os testes
sorolégicos sdao amplamente utilizados, seja na triagem de doadores em banco de
sangues, no monitoramento da terapéutica antiparasitaria, para fins trabalhistas, a
fim de confirmar ou excluir uma suspeita clinica e em inquéritos
soroepidemioldgicos. A Imunofluorescéncia Indireta (IFI) € o primeiro teste a tornar-
se positivo. A IFI para pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi das classes IgG e IgM é
considerado o teste referéncia no diagnéstico da DC crbnica e aguda,
respectivamente. Sdo também utilizados os métodos da hemaglutinacao indireta e a
fixacdo do complemento, o qual foi introduzido por Guerreiro e Machado em 1913 e
atualmente apresenta apenas valor histérico, embora ainda seja utilizado em alguns
centros especializados (FERREIRA; AVILA, 2001; LEVINSON; JAWETZ, 2006).

O teste ELISA (ensaio de imunoadsorgao ligado a enzima - enzyme linked
immunosorbent assay) para o diagnoéstico da DC foi descrito por Voller et al. (1975).
O teste foi padronizado em placas de microtitulagdo contendo antigenos
provenientes de T. cruzi. ApGs incubagdo do soro teste e subsequiente adigdo de
anticorpo conjugado a enzima, a reacgao € revelada através de substrato cromdgeno.
A intensidade da coloragédo é propocional a concentracao de anticorpo presente na
amostra, que é quantificada através de espectrofotometria. A padronizagao do teste
imunoenzimatico abriu amplas perspectivas na sorologia da DC, devido a sua alta
sensibilidade, especificidade, leitura objetiva e possibilidade de automacéo
(FERREIRA; AVILA, 2001).



18

Além dos testes laboratorias, a procedéncia do paciente (se oriundo de area
rural e/ou endémica), tipo de habitacao, histérico familiar da doenca, bem como de

hemotransfusdo sao dados Uteis para o diagndéstico clinico da DC (MALTA, 1996).

2.2.9 Tratamento e Prevencao

As drogas disponiveis para o tratamento etiolégico da fase aguda sao
Nifurtimox e Benzonidazol, as quais atuam nas formas tripomastigotas no sangue,
porém, sdo pouco efetivas contra amastigotas no tecido (LEVINSON; JAWETZ,
2006). Além disso, a producao do Nifurtimox no Brasil foi descontinuada na década
de 80 (COURA, 2008. A descoberta da doenga na fase aguda € extremamente
importante, pois os recursos terapéuticos disponiveis podem proporcionar cura total
da infeccdo, especialmente se o medicamento for administrado adequada e
precocemente (DIAS; DIAS, 1989). Por outro lado, a eficacia do Benzonidazol na
fase crbnica é bastante discutida. Foi demonstrado através de um estudo
experimental que seu uso na fase cronica previne o desenvolvimento de
cardiomiopatia crbnica grave, apesar de nao ocorrer erradicacdo completa do
parasita (GARCIA et al., 2005). Atualmente, um estudo multicéntrico denominado
BENEFIT esta sendo realizado a fim de avaliar a eficacia do tratamento com
Benzonidazol na DC crénica, em humanos.

Ha mais de 25 anos nao sao produzidos novos farmacos com maior eficacia e
menos efeitos colaterais do que as duas Unicas drogas ainda utilizadas no
tratamento etiolégico da DC (DOS SANTOS; SOARES; DE CARVALHO, 2004). Um
grande volume de trabalhos cientificos tratam da biologia, imunologia e genética do
parasita causador da DC. Porém, todo esse conhecimento nao foi revertido em
novas ferramentas terapéuticas. A crise da falta de medicamentos para doencgas
negligenciadas é o resultado tanto das insuficientes politicas publicas voltadas para
producé@o e desenvolvimento de medicamentos de interesse nacional dos paises em
desenvolvimento, quanto da falha de mercado, provocada pelo baixo interesse
econdmico que esses pacientes representam para a industria (DNDI, 2007).

Nao ha droga profilatica ou vacinas efetivas disponiveis, as quais tém sido
testadas apenas em modelos animais experimentais da DC (MILLER et al., 1997). A
prevencao envolve protecao contra a picada do barbeiro, melhoria das habitagcdes e
controle do inseto (LEVINSON; JAWETZ, 2006). Dependem, portanto, de politicas

publicas voltadas a justica social e a preservacao ambiental (DIAS, 2001).
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2.3 O SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento € parte integrante da resposta imunolégica, sendo
considerado um dos principais mediadores da defesa inata do hospedeiro, além de
induzir a inflamacédo e contribuir na remocado de complexos imunes e células
apoptéticas. E formado por mais de 30 proteinas plasmaticas e associadas a
membrana que interagem entre si, constituindo um complexo sistema reconhecido
como um dos principais mecanismos efetores na defesa contra infecgoes
(UTIYAMA; MESSIAS-REASON; KOTZE, 2004a; UTIYAMA; MESSIAS-REASON;
KOTZE, 2004b). Varias destas proteinas sdo proteases inativas (zimoégenos ou proé-
enzimas) as quais se tornam ativas somente apods sua clivagem, geralmente por
outra protease especifica, desencadeando uma série de reagbes enzimaticas
sequenciais em cascata (DIAS DA SILVA; KIPNIS, 1984; MURPHY; TRAVERS;
WALPORT, 2008).

O sistema complemento € mediador de muitas interacées celulares e
humorais que ocorrem no hospedeiro incluindo quimiotaxia, fagocitose, adesao
celular e diferenciacdo de células B, auxiliando a coordenar e dirigir a resposta
imune (CARROLL, 2004). Uma vez ativado, é capaz de induzir varias atividades
biol6gicas através da interacdo de seus produtos com receptores celulares
especificos ou pela insercdo de complexos protéicos a membrana celular, formando
o complexo de ataque a membrana (MAC). O MAC é o produto final da cascata do
complemento resultando em lise e destruicdo da célula-alvo (HOLMSKOV; THIEL,;
JENSENIUS, 2003; UTIYAMA; MESSIAS-REASON; KOTZE, 2004a).

Além do efeito benéfico para o hospedeiro, o complemento apresenta uma
relevante participacdo na etiologia de diferentes doengas imunologicamente
mediadas, nas quais uma ativacao imprépria, ou excessiva, pode promover grave
destrui¢do tecidual decorrente do processo inflamatorio. O papel do complemento na
patogénese de inumeras doencgas inflamatérias tem sido evidenciado em estudos
experimentais e clinicos (WALPORT, 2001).
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2.3.1 Vias de Ativacao

Trés diferentes vias podem iniciar a cascata do complemento (FIGURA 6): a
via classica, a via alternativa e a via das lectinas (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
1997; JANEWAY JR; TRAVERS, 2002; FUJITA, 2002).

A via classica promove a interagdo entre a imunidade inata e adaptativa. Sua
ativacao ocorre quando moléculas de C1q ligam-se a imunoglobulinas 1gG ou IgM, a
proteinas de fase aguda, a moléculas modificadas e a células apoptoéticas ou
necréticas. Quando a molécula de C1qg se liga ao seu substrato ocorre uma
mudanga de conformacgao, que resulta na ativagdo das serinas proteases C1r e C1s
associadas a estrutura colagenosa da molécula C1qg. A proteina C1s ativa C4 e C2
formando o complexo C4b2a, denominado de C3 convertase.

FIGURA 6 - VIAS DE ATIVAGAO DO SISTEMA COMPLEMENTO
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O componente C3 do complemento pode ser ativado por hidrélises
espontaneas e continuas, através do reconhecimento direto de moléculas presentes
na superficie dos patdgenos, iniciando a via alternativa de modo independente de
anticorpo. O C3 ativado liga-se ao fator B, que sofre ativacéo e clivagem pelo fator
D, originando o complexo C3bBb, funcionalmente idéntico a C3 convertase da via
classica.

A ativagéo pela via das lectinas ocorre em resposta ao reconhecimento de
carboidratos comuns a superficie dos patégenos através da MBL ou ficolinas. A via
das lectinas foi mais recentemente descoberta e é a menos caracterizada das trés
vias (DEGN; THIEL; JENSENIUS, 2007).

Os eventos precoces da ativagdo do complemento, citados anteriormente,
nas trés vias convergem para a formacdo da enzima C3 convertase. Nas vias
classica e das lectinas, a C3 convertase é formada a partir do C4b ligado a
membrana e complexado com C2a. Na via alternativa uma C3 convertase homoéloga
é formada a partir do C3b ligado a membrana alvo e complexado com Bb. Tanto a
convertase da via classica quanto da via alternativa, formadas e unidas a superficie
do patoégeno, clivam C3 gerando grandes quantidades de C3b, molécula efetora
principal na opsonizagao, e C3a, peptideo mediador da inflamagéo. Essas reagdes
enzimaticas onde as proteinas inativas do complemento sdo clivadas, geralmente
produzem um fragmento maior, uma serina-protease ativa que é retida na superficie
do patégeno assegurando a ativacao da prdxima proteina também nesta superficie,
e um pequeno fragmento peptidico que € liberado do sitio da reacdo e atua como
mediador solivel (JANEWAY JR; TRAVERS, 2002).

As moléculas de C3b atuam como opsoninas, unindo-se covalentemente ao
patdégeno e sinalizando-o para a destruicao pelos fagécitos portadores de receptores
especificos. Moléculas de C3b também se ligam a C3 convertase para formar a C5
convertase, que catalisa a clivagem proteolitica de C5, produzindo o pequeno
peptideo C5a, importante mediador da inflamagédo, bem como o fragmento maior,
C5b. Nas vias classica e da MBL, a C5 convertase é formada pela ligacdo de C3b a
C4b-2a, produzindo C4b-2a-3b; e na via alternativa, pela ligacao de C3b a C3b-Bb
produzindo C3b-Bb-3b. O C5 liga-se ao sitio de C3b da C5 convertase e € clivado
pela atividade da serina protease C2a ou Bb, gerando entdo, C5b e Cba. Esta
reacao é mais limitada que a clivagem de C3, ja que C5 s6 pode ser clivado quando
se liga a C3b no complexo C5 convertase (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997).
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O fragmento C5b inicia os eventos tardios de ativacdo do complemento, onde
os componentes terminais irdo formar o MAC. Quando C5 é clivado, ocorre a
liberacao de C5b que se liga ao C6. O complexo C5b6 por sua vez liga-se a uma
molécula de C7. Alteracbes de conformagdo promovem a exposicao de um sitio
hidrofébico em C7, através do qual o MAC se insere na bicamada lipidica. O C8 se
liga ao C5b do complexo C5b67 associado a membrana, inserindo-se também na
bicamada lipidica. Na seqiéncia, cerca de 10 a 16 moléculas de C9 polimerizam-se
e formam um poro de 10nm na bicamada lipidica, destruindo a integridade da
membrana e interfirindo no gradiente eletrolitico da célula, levando a sua lise
(JANEWAY JR; TRAVERS, 2002).

2.3.2 O Sistema Complemento na Doenga de Chagas

Existem muitas evidéncias sobre o envolvimento do sistema complemento na
infeccdo pelo T. cruzi e seu importante papel na DC, considerando que esse sistema
constitui uma das primeiras linhas de defesa do sistema imune a entrar em contato
com as formas infectantes do parasita. Foi demonstrado por meio de estudo in vivo
que a ativacao do complemento é fundamental para o controle da DC, sendo que a
sua deplecdo esta associada com alta parasitemia e mortalidade precoce em
camundongos (BUDZKO; PIZZIMENTI; KIERSZENBAUM, 1975).

A acao litica do complemento sobre as formas tripomastigotas foi
demonstrada por KIPNIS, SUCUPIRA e DA SILVA (1987). Embora as formas
tripomastigotas sanguineas do T. cruzi sejam lisadas pela acdo combinada de
anticorpos especificos e complemento, uma proporcao de parasitas sobrevivem
devido a diversos mecanismos de escape a lise pelo complemento existentes no T.
cruzi. Em estudos pioneiros da década de 80 foi demonstrado que tanto as formas
tripomastigotas metaciclicas, presentes na porgéao final do tubo digestivo do parasita,
quanto as sanguineas ou derivadas de culturas, produzem moléculas que interferem
na enzima C3 convertase, que desempenha papel central na ativagdo das vias
classica e alternativa, permitindo o escape dos parasitas a acao litica do
complemento (KIPNIS et al.,, 1986; KIPNIS et al., 1988). JOINER et al. (1988)
fizeram a caracterizacdo bioquimica de um fator produzido pelas formas
tripomastigotas do T. cruzi capaz de acelerar o decaimento da C3 convertase.
NORRIS et al. (1991) purificaram esta glicoproteina, a gp160, e demostraram sua

atividade regulatéria. A gp160 restringe a ativacdo do complemento através da



23

ligagao do componente C3b e inibicdo da formacao de C3 convertase. Essa proteina
€ ancorada na membrana do parasita através de uma ligagao glicosil fosfatidil
inositol, similar a proteina regulatéria do complemento humana, denominada fator de
aceleracado do decaimento (DAF). TAMBOURGI et al., (1993) evidenciaram que o
DAF do T. cruzi possui similaridades genéticas e funcionais ao DAF humano.

FERREIRA et al. (2004) demonstraram que a via classica pode ser inibida in
vitro pela calreticulina do T. cruzi, assim como a ligagdo de MBL a manose. Relatou-
se ainda que as formas tripomastigotas circulantes na fase aguda da doenca
expressam em sua membrana uma trans-sialidase que catalisa a transferéncia de
acido sidlico a partir de glicoconjugados do hospedeiro para moléculas de superficie
do T. cruzi. Além disso, a enzima trans-neuroaminidase do T. cruzi pode promover a
de-sialilagédo, ou seja, retirar acido sialico da superficie de células endoteliais e do
miocardio de mamiferos, bem como de eritrécitos (LIBBY; ALROY; PEREIRA, 1986).
Superficies de membrana celular associadas a residuos de acido sialico restringem
a ativacao da via alternativa do complemento (AIELLO et al., 2002).

O T. cruzi no sistema digestivo do inseto vetor, durante sua diferenciagdo em
formas infectantes, torna-se resistente a lise pela via alternativa do complemento.
Foi relatado que a forma predominante do componente C3 encontrado na superficie
das formas epimastigotas é o C3b, enquanto que o principal componente nas
tripomastigotas é o fragmento iC3b que esta na forma inativa e, portanto, ndo
participa da formacdo de MAC (JOINER et al., 1986). Os autores também
demonstraram que o componente C3b falha em ligar-se ao fator B, de amplificagéo
da via alternativa, enquanto apresenta ligacdo acentuada ao componente de
inibicao, o fator H. Além disso, as formas amastigotas acumulam em sua superficie
grande quantidade de componentes terminais do complemento, 0 que aumenta
consideravelmente sua infectividade, sem causar a morte do parasita. |IDA,
WHITLOW e NUSSENZWEIG (1989) sugeriram que as formas amastigotas
possuem em sua superficie uma proteina que se liga ao complexo C5b-9 inibindo
sua insercao na membrana dos parasitas e protegendo-os da lise mediada pelo
complemento.

AIELLO et al. (2002) postularam um possivel papel para o complemento na
patogénese da CCC. Segundo estes pesquisadores, a persisténcia do parasita na
fase cronica pode causar de-sialilagcdo do miocardio e de células endoteliais pela

enzima trans-neuroaminidase do T. cruzi, levando a ativagcdo do complemento e
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deposito de MAC na superficie destas células. Os autores demonstraram um
aumento na deposicao de MAC no miocardio de pacientes com CCC e sugerem que
este fato esta associado a inflamacao ativa e a fibrose caracteristica das lesdes
presentes na CCC (AIELLO et al., 2002). J4 no trabalho de MESSIAS-REASON,
URBANETZ e PEREIRA DA CUNHA (2003) demonstrou-se um papel imunogenético
do complemento na DC. Os autores observaram que os alétipos C3 F e BF S da via
alternativa sdo marcadores de susceptibilidade e protegdo a cardiopatia chagasica,

respectivamente.

2.4 A LECTINA LIGANTE DE MANOSE

2.4.1 Estrutura e Funcdes

A lectina ligante de manose, MBL (mannose-binding lectin) € uma proteina
soluvel dependente de célcio, pertencente a familia das colectinas que desempenha
importante papel na primeira linha de defesa do hospedeiro contra infec¢des, por se
tratar de uma molécula de reconhecimento padrdo do sistema imune inato
(TURNER, 2003). As colectinas sdo assim denominadas por serem moléculas
compostas de uma regiao colagenosa e um dominio de lectina do tipo-C,
responsavel pelo reconhecimento de carboidratos (CRD) (HOLMSKOV; THIEL;
JENSENIUS, 2003). A MBL é uma proteina oligomérica, cujos mondmeros
polimerizam-se podendo formar desde dimeros até hexameros (FIGURA 7).

Cada monémero, ou subunidade, consiste de trés cadeias polipeptidicas
idénticas de aproximadamente 32 KDa, contendo uma regido N-terminal rica em
cisteina, uma regido colagenosa, uma regido hidrofébica e um dominio de
reconhecimento de carboidratos (TAYLOR et al., 1989). O tipo mais comum de MBL
circulante parece constituir-se de oligbmeros formados por duas a oito subunidades,
com massa molecular aparente de 200-700 kDa. A MBL se liga a diversos agucares
tais como manose, fucose, glucose e N-acetil-D-glucosamina, comuns as superficies
dos patdgenos, podendo interagir com uma ampla variedade de virus, bactérias,
fungos, leveduras e protozodarios (TURNER, 2003).
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FIGURA 7 - ESTRUTURA DA MOLECULA DE MBL
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Um papel para a MBL na defesa do hospedeiro foi primeiramente proposto
em 1987 quando IKEDA et al. (1987) observaram sua capacidade de ativar a via
classica do complemento. Recentemente foi descoberto que MBL ativa o sistema
complemento ao formar um complexo com serina proteases denominadas MASPs,
as quais receberam este nome devido a associacdao com MBL (MBL-associated
serine proteases). Trés proteases, MASP-1, MASP-2 e MASP-3 sédo atualmente
conhecidas por associarem-se a MBL (HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS, 2003).
MASP-1 e MASP-2 sao similares aos componentes C1r e C1s da via classica.
Quando o complexo MBL/MASP-2 liga-se a superficie do patégeno ocorre uma
mudanc¢a conformacional que ativa MASP-2, clivando C4 e C2 para gerar C4bC2b, a
C3 convertase (THIEL et al.,, 1997). A via da lectina, entdo, inicia a ativagdo do
complemento similarmente a via classica (FIGURA 6), formando a C3 convertase e
clivando o C3 em C3b e C3a (PRODINGER et al. 1999). MASP-1 mostra alguma
atividade na clivagem de C3 (MATSUSHITA; FUJITA, 1992) porém, sua significancia
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biologica é controversa. Nenhum substrato foi identificado para MASP-3 (DAHL et
al., 2001).

Existem evidéncias de que MBL possui pelo menos quatro diferentes funcoes
(FIGURA 8): (i) a ativacao do complemento, (ii) a promocédo da opsonofagocitose
(independente de complemento), por interagir diretamente com receptores de
superficie celular; (iii) a modulagdo da inflamacgao e (iv) a promocao de apoptose
(TURNER, 2003). Evidéncias funcionais indicam que os diferentes oligbmeros

podem ter atividades biologicas diferentes (HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS,
2003).

FIGURA 8 - FUNCOES DA MBL
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Sua importante atividade funcional explica por que a deficiéncia de MBL foi
primeiro identificada em associacdao com uma disfungdo opsbnica em criangcas com
infeccao de repeticdo (VALDIMARSSON et al, 1998; SUPER et al., 1989),
demonstraram a reconstituicdo da atividade opsénica em individuos deficientes
através da infusdo de MBL.
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2.4.2 Polimorfismo do gene MBL2

A concentragdo de MBL no plasma varia significativamente entre diferentes
individuos e é determinada geneticamente por polimorfismos de nucleotideo simples
(SNP’s) no primeiro exon € na regido promotora do gene que codifica a MBL (MBL2)
(FIGURA 9) (MADSEN et al., 1995).

FIGURA 9 - GENE MBL2
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O gene MBLZ2 esta localizado no cromossomo 10q11.2-g21 (SASTRY et al,,
1989) e compreende uma regido que inclui 10 kb, onde existem ao menos 87 sitios
polimorficos (BERNIG et al., 2004).

Trés SNP’s nos codons 52 (Arg52Cys, alelo D), 54 (Gly54Asp, alelo B) and 57
(Gly57Glu, alelo C) do exon 1 resultam em falha na producdo da proteina
multimérica completa e funcional, além de alterar significativamente a sua
concentragao sérica. Individuos heterozigotos para estas mutagées apresentam uma
diminuicdo substancial na concentracdo sérica de MBL, sendo que MBL é
indetectavel em homozigotos, levando a deficiéncia nestes individuos. A MBL
aberrante nao se liga significativamente a manose e nao promove a ativagao da via

da lectina. Entretanto, esta talvez funcione como uma opsonina ou como um
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mediador da citotoxicidade celular (SUPER et al., 1992). Polimorfismos na regiao
promotora do gene MBL2 (H/L, X/Y, P/Q, nas posi¢cdes -221, -550 e +4,
respectivamente) sao também conhecidos por afetar a concentracdo de MBL
(LIPSCOMBE et al., 1995; HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS, 2003; TURNER,
2003).

Os diferentes polimorfismos existentes resultam em uma dramatica variagao
na concentracdo de MBL de até mil vezes em individuos aparentemente saudaveis
(valores <20-10,000 ng/ml em europeus). E importante notar que individuos
saudaveis, mesmo com genoétipos idénticos, podem apresentar variacoes de até trés
vezes nos niveis de MBL (STEFFENSEN et al., 2000; DOMMETT; KLEIN; TURNER,
2006). Outros fatores podem afetar os niveis de producdo de MBL, tais como
hormonios do crescimento (HANSEN et al., 2001) e da tiredide (RIIS et al., 2005) e
durante resposta de fase aguda (THIEL et al., 1992). Porém, € importante ressaltar
que este aumento ndo € superior a trés vezes, sendo bastante inferior comparado
aos valores determinados pela variagdo genética (HOLMSKOV; THIEL;
JENSENIUS, 2003).

Aproximadamente um terco da populagdo Européia possui gendétipos
conferindo baixos niveis de MBL e cerca de 5% possui niveis muito baixos
(DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006). Muitos pesquisadores sugerem que a alta
frequéncia de gendtipos associados a deficiéncia estd associada com vantagens
biol6gicas, como por exemplo, nos casos em que a MBL pode exacerbar ao invés de
amenizar a doenga. Porém, VERDU et al. (2006) afirmam que a alta frequéncia de
alelos associados com a diminuicdo, ou auséncia, da producao de MBL resultam
exclusivamente da migragdo humana e deriva genética. Segundo os autores, a
neutralidade de MBL2 suporta fortemente a no¢ao de que o polimorfismo deste gene
nao possui um forte efeito na saude da populagdo, sugerindo que esta lectina €

altamente redundante na defesa em humanos.
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2.4.3 MBL e Associacao com Doencgas

O processo de opsonizacdo e fagocitose do parasita, bem como sua
destruicdo ou sobrevivéncia no interior das células fagociticas é crucial para o
estabelecimento da doenca. A MBL desempenha um papel central na interacao
inicial entre patégenos e fagdcitos, mediando a opsonizagdo e a fagocitose,
diretamente, ou pela ativagdo do sistema complemento (JACK; KLEIN; TURNER,
2001). Gendtipos de MBL que codificam baixos niveis sorolégicos da proteina tém
sido associados com susceptibilidade a infec¢gdes causadas por microorganismos
extracelulares (SUMMERFIELD et al., 1995). Por outro lado, a deficiéncia pode ser
benéfica para o hospedeiro, e esta associada com protecdo em infecgdes causadas
por alguns microorganismos intracelulares, tais como Leishmania chagasi (SANTOS
et al., 2001) e Mycobacterium Ileprae (DORNELLES; PEREIRA-FERRARI;
MESSIAS-REASON, 2006; MESSIAS-REASON et al., 2007). Esses patégenos
utilizam a MBL ou fatores do complemento ativados pela via das lectinas, como a
opsonizacao através de C3 e o receptor de C3 presente em mondcitos/macréfagos,
para facilitar sua entrada nas células-alvo. Esta idéia é corroborada pelos achados
de GARRED et al. (1994), em que demonstrou-se uma frequéncia maior de
suficiéncia de MBL em pacientes Etiopianos com hanseniase do que nos controles.
DORNELLES, PEREIRA-FERRARI E MESSIAS-REASON (2006) sugeriram um
papel protetor da deficiéncia de MBL contra o desenvolvimento das formas graves e
multibacilares na hanseniase. Individuos com baixos niveis de MBL teriam uma
diminuicdo da fagocitose mediada pela MBL, o que dificultaria a internalizagdo
destes patégenos (TURNER, 2003).

A principal glicoproteina de superficie das formas amastigotas, a SA85-1, €
ligante da MBL humana (Kahn et al., 1996). Além disso, foi demonstrado que a
adesdo de amastigotas de T. cruzi a macréfagos é facilitada pelo receptor de
manose (KAHN et al., 1995; KAHN et al., 1996). Sabe-se ainda que receptores de
manose localizados na superficie das células do musculo cardiaco estdao envolvidos
na ligagéo e internalizagédo do T. cruzi (MEIRELLES et al., 1999; SOEIRO et al.,
1999).

A inflamacdo mediada por complemento tem sido reconhecida por
desempenhar um importante papel na injuria tecidual. MBL e MASPs sao proteinas
séricas sintetizadas principalmente pelos hepatécitos e, assim como ocorre com

outras moléculas de defesa, espera-se uma producdo exacerbada durante
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processos inflamatérios (HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS, 2003). De fato,
evidéncias crescentes de um papel pré-inflamatério ativo da MBL, em diferentes
doencas crdnicas infecciosas, como a hepatite C (ALVES PEDROSO et al., 2008) e
inflamatorias, como a febre reumatica (SCHAFRANSKI et al., 2004) estdo surgindo.
Nestes casos, altos niveis de MBL parecem estar envolvidos com a gravidade, pior
progndstico e menor resposta ao tratamento.

Varios pesquisadores tém destacado a importancia do papel pré-inflamatério
da MBL em disturbios cardiacos. Segundo CHAN et al. (2006), a MBL aumenta a
injuria tecidual no processo inflamatério que ocorre na reperfusdo pos isquémica.
JORDAN; MONTALTO; STAHL (2001) utilizando um modelo experimental,
demonstraram que a MBL pode ligar-se ao endotélio causando excessiva ativagao
do complemento e subsequente dano ao tecido. Segundo os autores, os achados de
que a MBL se liga a células endoteliais re-oxigenadas apés a reperfusao isquémica,
permitem especular o uso de inibidores da via das lectinas a fim de reduzir a injuria
tecidual. BUSCHE et al. (2008) observaram que a MBL desempenha um papel
critico na isquemia e injuria poés-reperfusdo do miocardio, em um modelo
experimental de diabetes. Além disso, a auséncia de MBL parece inibir a
remodelacao hipertréfica e a perda de células progenitoras cardiacas apds duas
semanas de hiperglicemia em camundongos. Num estudo realizado em pacientes
com artrite reumatoide, niveis altos de MBL foram associados com risco aumentado
de isquemia, infarto do miocardio e morte subita (TROELSEN et al., 2007).
SCHAFRANSKI et al. (2008) demonstraram que genétipos que determinam alta
producdo de MBL aumentam o risco de cardite aguda e cronica em pacientes com
febre reumética. Por outro lado, SAEVARSDOTTIR et al. (2005) observaram que
pacientes com alta concentracdo de MBL apresentam uma probabilidade menor de
infarto do miocardio, devido a sua importante funcdo na remocao fagocitica de
debris celulares e complexos auto-imunes. No referido trabalho, sugere-se a
dosagem das concentracées MBL como um adjuvante na avaliagcdo progndéstica do
infarto do miocardio em pacientes considerados de alto risco, embora nao seja

conhecido seu valor preditivo para essa condigao.
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2.5 PROTEINA C-REATIVA

2.5.1 Consideracdes Gerais

A proteina C-reativa (CRP) foi descoberta em 1930, na Universidade de
Rockfeller, e foi assim denominada por reagir com o polissacarideo C da parede
celular do pneumococo (DU CLOS, 2000). E considerada uma proteina de fase
aguda por ser produzida rapidamente num periodo de 24 — 48 horas, em resposta a
estimulos proé-inflamatérios. Sintetizada pelos hepatécitos, a CRP é liberada no
sistema circulatério principalmente pela agdo da IL-6, desencadeada por uma
resposta inespecifica a infeccdes ou a processos inflamatérios ndo infecciosos
(LUHR, 2000; JANEWAY JR; TRAVERS, 2002).

A concentragdo da CRP na circulagdo sanglinea pode elevar-se em até
1000 vezes frente a uma resposta inflamatéria, trauma ou infec¢des, decrescendo
rapidamente assim que o organismo retorna as condigdes fisioldgicas. Em pessoas
saudaveis, os valores circulantes de CRP encontram-se abaixo de 0,5 mg/dl,
enquanto que nos estados de injuria tecidual, infecgdo ou inflamagéo aguda, esses
valores podem atingir 2,0 a 50,0 mg/dl, entre 4-8 horas apdés um processo
inflamatério agudo (VOLANAKIS, 2001). Um estudo sobre a variabilidade nas
concentracdes séricas de CRP em individuos saudaveis ndo encontrou diferenga em
relacdo ao sexo, e a associacdo com a idade foi fraca (MACY; HAYES; TRACY,
1997).

2.5.2 Estrutura Molecular e Funcéao Biologica

A CRP é membro de uma familia de proteinas denominada pentraxinas, as
quais sao formadas por cinco subunidades idénticas, simetricamente arranjadas
entre si, originando uma estrutura quaternaria pentamérica (FIGURA 10). Possui
peso molecular aproximado de 118 kDa e cada subunidade é composta por 206
aminoacidos (VOLANAKIS, 2001).

Dentre as principais fungdes biologicas da CRP (FIGURA 11) destacam-se a
defesa do hospedeiro contra patégenos e a eliminagdo de células necroéticas e
apoptéticas (VOLANAKIS, 2001), evidenciando seu importante papel na imunidade
inata do hospedeiro. Tais funcbes sdo desempenhadas através do recrutamento de

diversos componentes do sistema imune, como ativagdo do sistema complemento e
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estimulacdo de sinais inflamatérios, promovendo tanto a resposta imune celular
quanto a humoral (DU CLOS, 2000; JANEWAY JR; TRAVERS, 2002).

FIGURA 10 - ESTRUTURA DA MOLECULA DA CRP

FONTE: http://c-reactive-protein-crp.blogspot.com

FIGURA 11 - FUNGOES BIOLOGICAS DA CRP
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A CRP reconhece patdgenos e células danificadas no organismo,
desencadeando a opsonizacdo e a fagocitose. O reconhecimento dos patégenos
pela CRP é dependente de calcio, e ocorre através da sua interacdo com ligantes
especificos, o que foi inicialmente demonstrado pela sua reacdo com o
polissacarideo C do pneumococo. A fosfatidilcolina (Phc), presente em diversas
bactérias, fungos € membranas celulares danificadas, tornam-se ligantes para a
CRP, bem como a cromatina nuclear quando exposta ou desnaturada, como ocorre
nos mecanismos de apoptose ou necrose celular. A CRP liga-se ainda a pequenas
particulas nucleares como a ribonucleoproteina (snRNP), importante auto-antigeno
envolvido no lapus eritematoso sistémico (LES). Também interage com antigenos
proprios, através do reconhecimento padrdo de ligantes especificos, sendo
ativamente transportada para o nucleo da célula danificada, onde se liga avidamente
a antigenos nucleares, promovendo a eliminagdo dos antigenos nucleares e
membranas danificadas. A CRP ativa a via classica do complemento ligando-se a
C1q, porém, de maneira mais limitada que os componentes iniciais classicos da
cascata do complemento, ocorrendo assim, menor formagao do MAC. Além disso,
induz a expressao de moléculas de adesdo e aumenta a destruicdo de células
endoteliais (VOLANAKIS, 2001). Sua interacdo com receptores celulares Fc leva a
um aumento da secrecao de citocinas pro-inflamatoérias, intensificando, portanto, a
resposta a inflamacao (DU CLOS, 2000; VOLANAKIS, 2001).

Até o momento, ndo existem na literatura relatos de deficiéncia desta
proteina “in vivo” (DU CLOS, 2000) sugerindo que, provavelmente, tal deficiéncia

seria incompativel com a vida.

2.5.3 Utilizagéo Clinica da CRP

A quantificagdo dos niveis de CRP circulante trata-se de uma avaliagéo
rotineira, ja consagrada no monitoramento de processos inflamatérios. Sua
determinacao é utilizada ndo apenas a fim de monitorar o processo inflamatério em
doengas, bem como o sucesso do tratamento (DU CLOS, 2000).

Atualmente, a CRP é considerada um marcador inflamatério com valor
preditivo para varios tipos de doengas cardiovasculares (BASSUK; RIFAI; RIDKER,
2004). Demonstrou-se que a CRP possui importante papel na patogénese da
doenca arterial, atuando como mediador da aterotrombose (SHISHEHBOR; BHATT;

TOPOL, 2003), sendo também reconhecida como um novo fator de risco para a
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aterosclerose sistémica (RIDKER; STAMPFER; RIFAI, 2001). Além disso, a CRP
tem se mostrado Util na predigcdo do primeiro evento cardiovascular (RIDKER et al.,
2002).

O gene que codifica a CRP é polimorfico e, atualmente, existem evidéncias
diretas de que alguns desses polimorfismos afetam a quantidade da proteina
produzida, e evidéncias indiretas de que exista um impacto dessa variagdo em
doengas cardiovasculares (HAGE; SZALAI, 2007).

Na dosagem da CRP de alta sensibilidade (hs-CRP), concentracdes
minimas circulantes desta prote[ina sdo mensuradas através de técnicas como a
nefelometria, introduzida em 1996 na Alemanha (LUHR, 2000). Por ser tratar de um
fator de risco para doengas cardiovasculares, a determinagdo da hs-CRP tem sido
bastante utilizada na predicdo de doenga cardiaca coronariana (DANESH et al.,
2004). Foi demonstrado em diversos estudos que valores de CRP inferiores a 0,1
mg/dl  representam baixo risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. Ja concentragdes entre 0,1 a 0,3 mg/dl e superiores a 0,3 mg/dl
estdo relacionadas a riscos moderado e elevado de complicagdes cardiacas,
respectivamente. A concentracdo de CRP pode também indicar quais pacientes
possuem maior risco de recorréncia de eventos, a curto e longo prazo, pos-
procedimento de angioplastia coronariana percutanea (CHUNG et al., 2001; RIDKER
et al., 2002). O uso clinico da quantificacdo da CRP, através da hs-CRP, tem
auxiliado no diagndstico mais preciso de processos incipientes de inflamagéo, bem

como no acompanhamento dos pacientes em estados inflamatorios persistentes.

2.6 CRP E MBL NA DOENGCA DE CHAGAS

O papel da CRP como marcador inflamatério e sua importancia em doencgas
cardiovasculares & bem conhecido. Porém, s&o raros os relatos associando as
concentracées de CRP com a DC crbnica, sendo que em apenas um a participacao
dessa proteina no desenvolvimento da CCC é sugerida. Segundo LOPEZ et al.
(2006), valores aumentados de CRP estdo associados com as formas cardiacas
mais graves e esta proteina pode ser considerada um marcador prognostico da
CCC. COUTINHO et al. (1998) demonstraram a existéncia de uma molécula
antigenicamente relacionada a CRP, uma possivel molécula CRP-like, expressa na
superficie das formas tripomastigotas do 7. cruzi. Segundo estes autores, anticorpos
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policlonais contra estas moléculas inibem a invasao de células musculares cardiacas
pelo parasita.

Por sua vez, Kahn et al. (1996) caracterizaram a interagcao entre MBL e T.
cruzi, in vitro, demonstrando que a principal glicoproteina de superficie das formas
amastigotas, a SA85-1, é ligante da MBL humana. Os autores também observaram
que a adesao de formas amastigotas de T. cruzi a macréfagos € facilitada pelo
receptor de manose (KAHN et al.,, 1995); (KAHN et al., 1996). Receptores de
manose localizados na superficie das células do musculo cardiaco estdao envolvidos
na ligagéo e internalizagédo do T. cruzi (MEIRELLES et al., 1999; SOEIRO et al.,
1999). Anteriormente, pensava-se que a expressao de receptores de manose
restringia-se a macréfagos presentes nos tecidos. Atualmente, sabe-se que estes
receptores sao expressos em outras células, tais como subpopulagbes de células
endoteliais, células de mdusculo liso, epitélio pigmentado da retina, células
mesangiais do rim e células mieldides e células de sarcoma de Kaposi (MEIRELLES
et al.,, 1999). SOEIRO et al. (1999) demonstraram que receptores de manose
localizados na superficie de cardiomiécitos estdo envolvidos na ligacdo e
internalizagdo do T. cruzi. Entretanto, até o momento séo inexistentes dados
demonstrando a real participacao da MBL na fisiopatologia da DC.

Considerando que a deficiéncia de MBL tem sido associada com protecao em
infeccdes causadas por parasitas intracelulares, aliado a participacdo dessa proteina
nas diversas doengas inflamatérias e auto-imunes, mecanismos esses também
presentes na DC, justificam-se os objetivos do presente estudo, tanto pela

relevancia clinica quanto pelo carater pioneiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Verificar se ha associacao entre os niveis circulantes da Lectina Ligante de Manose
(MBL) e da Proteina C-Reativa (CRP) na susceptibilidade, progressao e gravidade
da Doencga de Chagas cronica.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

= Quantificar os valores séricos de MBL na amostra paciente e controles;

= Quantificar os valores séricos de CRP na amostra paciente;

= Comparar as concentracbes séricas de MBL e CRP entre pacientes
apresentando as diferentes formas clinicas da doenca;

= Investigar a relacdo entre as concentragbes de MBL e a susceptibilidade a
infeccao pelo T. cruzi;

= Investigar a relagdo entre as concentragdes seéricas de MBL e CRP e a
progressao para as formas sintomaticas da Doenga de Chagas;

= Relacionar as concentra¢des séricas de ambas as proteinas e o grau de
acometimento da forma cardiaca;

= Correlacionar as concentragdes séricas de MBL e CRP.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O presente estudo faz parte de um amplo projeto intitulado “Investigacdo de
Marcadores da Imunidade Inata na Doenga de Chagas”, desenvolvido sob a
coordenacdo da Prof?. Dr2. lara José Taborda de Messias-Reason, o qual foi
submetido & andlise e parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), tendo
sido devidamente aprovado em reunido no dia 31 de julho de 2007 e registrado sob
o numero 1457.122/2007-06.
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4.2 CASUISTICA

4. 2.1 Pacientes

4.2.1.1 Aspectos Gerais

Participaram deste estudo 150 pacientes consecutivos, comprovadamente
chagasicos, apresentando a forma cronica da doencga, independente da forma
clinica, registrados no Ambulatério de Atencao ao Paciente Chagasico do Hospital
de Clinicas da Universidade federal do Parana (HC-UFPR).

De modo geral, a trajetoria do paciente portador da DC tem inicio em bancos
de sangue, ao procurar este servico com o intuito de fazer uma doacéo.
Frequentemente, este € 0 momento em que o individuo descobre que estéd infectado
e é informado que ndo pode ser doador, devido a existéncia do parasita no seu
sangue. A partir de entdo, o paciente é orientado a procurar o Ambulatério de
Atencdo ao Paciente Chagéasico do Hospital de Clinicas - UFPR, Unico servigo
especializado em Curitiba e regido para este fim. Atualmente sdo acompanhados
periodicamente cerca de 540 pacientes nesse Ambulatorio. O convite para participar
do estudo e a coleta das amostras foram realizados no periodo compreendido entre
junho de 2007 a fevereiro de 2008, na ocasido das consultas, apds cada paciente ler
e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A caracterizacdo da amostra paciente foi determinada e devidamente
registrada com base na andlise de seu histérico clinico, o qual foi levantado através

de consulta ao questionario epidemioldgico utilizado pelo ambulatério.

4.2.1.2 Sexo

Dentre os 150 pacientes, 70 (46,7%) eram do sexo masculino e 80 (53,3%)
eram do sexo feminino (GRAFICO 1), com idade variando de 34 a 90 anos (mediana
= 57 anos) no momento da coleta.
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GRAFICO 1 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENCA DE CHAGAS DE
ACORDO COM O SEXO

46,7% B Masculino
53,3% O Feminino

4.2.1.3 Grupo étnico

A populagdo brasileira é formada por extensa miscegenagao entre
Amerindios, Europeus e Africanos, constituindo uma das populagdes mais variadas
do mundo. Entretando, atualmente a relevancia em se caracterizar uma amostra de
estudo de acordo com sua etnia, na populacao brasileira, é discutida. (PIMENTA et
al., 2006), através de um estudo utilizando marcadores genéticos, concluiram que a
cor da pele de um individuo, determinada pela avaliagdo do seu fenétipo, € um
preditor pobre de ancestralidade genémica. Segundo PENA (2005), o baixo nivel de
variabilidade da espécie humana € incompativel com a existéncia de ragas, e a cor
e/ou ancestralidade geografica possuem pouca ou nenhuma importancia util na
pratica. O referido autor mostrou que mesmos as chamadas doengas raciais como
anemia falciforme sdo o produto de estratégias evolucionarias selecionadas em
populacdoes expostas a agentes especificos, cujos territérios ndo tém nenhuma
relacdo com a cor da pele ou origen continental dos individuos.

Porém, como uma grande diversidade no polimorfismo de MBL2 associado a
doencas nos diferentes grupos étnicos tem sido descrita (MINCHINTON et al., 2002),
optou-se em realizar a classificacdo dos pacientes segundo sua origem étnica, neste
estudo. Os critérios utilizados para este fim foram: a cor da pele, tracos fisionémicos

e ascendéncia dos individuos. A amostra foi constituida por 123 (82%) pacientes
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com ascendéncia européia, denominados euro-brasileiros, 10 (6,7%) afro-
descendentes e 17 (11,3%) individuos miscigenados (GRAFICO 2). Em algumas
analises, os individuos afrodescendentes e miscegenados foram reunidos em um

Unico grupo denominado “nao euro-brasileiros”.

GRAFICO 2 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGCA DE CHAGAS DE
ACORDO COM O GRUPO ETNICO

113% O7%

O Euro-brasileiros
O Miscegenadoss
O Afrodescendentes

82,0%

4.2.1.4 Formas Clinicas

Para a determinacao das formas clinicas da doencga foram utilizadas as fichas
clinicas dos pacientes e/ou os prontuarios medicos. Dos 150 pacientes, 62 (41%)
apresentaram a forma indeterminada, 54 (36%) a forma cardiaca, 15 (10%) a forma
digestiva e 19 (13%) a forma associada (cardiaca com digestiva) (GRAFICO 3). Em
algumas anadlises, os pacientes cardiacos foram reunidos em um Unico grupo,

independentemente de apresentarem a forma isolada ou associada.
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GRAFICO 3 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGCA DE CHAGAS DE
ACORDO COM A FORMA CLINICA DA DOENCA
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Os pacientes cardiacos foram estadiados segundo a classificagdo da

American Heart Association (AHA), adaptada para DC, indicada pelo Consenso

Brasileiro de 2005 (QUADRO 1). Esta classificacdo permite a identificacao de

subgrupos distintos, tanto sob o ponto de vista prognéstico como terapéutico. Os

parametros eletrocardiograficos, radiolégicos e ecocardiograficos necessarios para o

estadiamento dos pacientes foram avaliados através de consulta aos prontuarios

médicos.

QUADRO 1 - ESTADIAMENTO DO COMPROMETIMENTO MIOCARDICO NA
CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Estadios ECG ECO IC
A Alterado Normal Ausente
B1 Alterado | Alterado FEVE>45% Ausente
B2 Alterado | Alterado FEVE<45% Ausente
(04 Alterado Alterado Compensavel
D Alterado Alterado Refrataria

Nota: ECG = eletrocardiograma; ECO = ecocardiograma; IC = insuficiéncia

cardiaca; FEVE = fragéo de ejeg¢ao do ventriculo esquerdo.

FONTE: Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas (2005)
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4.2.1.5 Grupos Etérios

Os pacientes, assim como os controles, foram divididos em 3 grupos por faixa
etéria: 19 a 44 anos, 45 a 60 anos e acima de 60 anos. As faixas etérias foram
estabelecidas para facilitar o pareamento entre pacientes e controles. Dos 150
pacientes analisados, 17 (11,33%) estavam no grupo etario de 19 — 44 anos, 87
(58%) no grupo etario de 45 a 60 anos e 46 (30,67%) no grupo etario >60 anos
(GRAFICO 4).

As informag0es relativas a idade, sexo, etnia, formas clinicas e concentracoes
de MBL e CRP de cada paciente, encontram-se no Apéndice 1.

Foram excluidos do estudo: pacientes com sorologia negativa ou duvidosa
para DC; pacientes com forma clinica n&o especificada; e individuos com evidéncias

de cardiopatia de etiologia ndo chagasica.

GRAFICO 4 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGA DE CHAGAS DE
ACORDO COM A FAIXA ETARIA

11,33%
30,67%
o 19 a 44 anos
0 45 a 60 anos
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58,00%

4.2.2 Controles

O grupo controle foi constituido por 139 adultos saudaveis com sorologia
negativa para DC, selecionados entre os doadores voluntarios do Banco de Sangue
do HC-UFPR, os quais foram pareados com relacdo a amostra paciente de acordo

com sexo, etnia e faixa etaria.
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Entre os individuos do grupo controle, 68 (49%) eram do sexo masculino e
71 (51%) eram do sexo feminino, com faixa etaria variando de 19 a 78 anos (Med =
50 anos). Dos 139 controles analisados, 54 (38,85%) estavam no grupo etario de 19
— 44 anos, 71 (51,08%) no grupo etario de 45 — 60 anos e 14 (10,07%) no grupo
etario >60 anos. Referente ao grupo étnico, 111 (80%) controles foram classificados
como euro-brasileiros, 14 (10%) como miscigenados e 14 (10%) como
afrodescendentes (APENDICES 3 a 6).
As informagdes do grupo controle relativas a idade, sexo, etnia, concentracao
de MBL e concentracao de CRP, encontram-se no apéndice 2.

4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Coleta de sangue

A coleta das amostras de sangue foi realizada no periodo compreendido entre
julho de 2007 a margo de 2008.

Apds o devido esclarecimento e consentimento de cada paciente, coletou-se
aproximadamente 10 ml de seu sangue venoso, em tubos sem anticoagulante, para
posterior separagdo do soro. As amostras foram centrifugadas, divididas em 4
aliquotas de aproximadamente 500 ul e armazenadas a temperatura de -80°C, até o

momento das analises laboratoriais.

4.3.2 Quantificacao Sérica de MBL

A determinacdo da concentracao seérica da MBL foi realizada através do
ensaio de imunoadsor¢do ligado a enzima, ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), utilizando-se kits comerciais (AntibodyShop®, Dinamarca). O imunoensaio
foi realizado em microplacas adsorvidas com anticorpo monoclonal dirigido contra o
dominio de reconhecimento de carboidrato da MBL. Todos os reagentes sao
fornecidos pelo fabricante.

Os individuos foram classificados, segundo seus niveis individuais de MBL
circulante, em trés diferentes grupos: foram considerados altos, valores séricos
acima de 1000 ng/ml; médios, valores entre 100-1000 ng/ml; e baixos (ou

deficientes), valores abaixo de 100 ng/ml.
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O ensaio de ELISA foi realizado em microplacas de titulacao de poliestireno
(FIGURA 12) adsorvidas com anticorpo monoclonal dirigido contra o dominio de

carboidrato da MBL. Todos os reagentes foram fornecidos pelo fabricante.

FIGURA 12 — MICROPLACA DE TITULACAO UTILIZADA NAS REAGCOES
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As amostras de soro dos pacientes, dos controles sadios e dos controles
internos da técnica foram previamente diluidas a 1:100 com tampao de diluigéo.
Adicionou-se em cada cavidade de reagao da microplaca, 100 ul dos 8 calibradores
com diferentes concentracées de MBL humana (0 a 50 ng/ml) em duplicata, 100 ul
do branco (tampéao de diluicdo sem amostra), 100 ul dos 3 soros controles internos
da técnica (MBL abaixo de 100 ng/ml, entre 100 e 1000 ng/ml e acima de 1000
ng/ml) e 100 pul das diluigbes dos soros dos pacientes e dos controles sadios.

Foi realizada incubacéao por 1 hora a temperatura ambiente, periodo no qual a
MBL presente na amostra liga-se aos anticorpos monoclonais anti-MBL adsorvidos
na placa. Foram realizadas 4 lavagens da placa, com o tampao de lavagem
especifico, para a retirada do material em excesso, evitando ligagdes inespecificas.
Adicionou-se a reacdo 100ul de anticorpo monoclonal anti-MBL biotinilado e
incubou-se novamente por 1 hora a temperatura ambiente. Esse anticorpo de

detecgdo, ou anticorpo secundario, liga-se aos oligbmeros de MBL através de sitio
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de ligacdo com carboidratos que nao estdo sendo utilizados na ligagdo com o
anticorpo primario.

Realizou-se 4 novas lavagens da placa, para a retirada dos anticorpos nao
ligados a MBL, e adicionou-se a reagao 100ul de streptavidina conjugada com HRP
(horseradish peroxidase). Esta reagdo ocorre em 1 hora a temperatura ambiente.
Durante este periodo ocorre a formagdo de um complexo com o anticorpo
secundario. O conjugado que néo se ligou foi removido por 4 lavagens com tampéao
especifico. Na sequiéncia, acrescentou-se o0 substrato cromogeno tetrametilbenzidina
(TMB) fornecedor de hidrogénio para a reagdo do substrato peroxido de hidrogénio
(H202) com a peroxidase, o qual gera um produto colorido (azul). Esta reagéo foi
realizada em exatos 15 minutos, protegida da luz. Adicionou-se entao 50ul de uma
solugdo de bloqueio de reacdo, a qual pela alteragdo da coloragdo (para amarelo)
das solugdes indica que a reacao enzimatica foi bloqueada.

A intensidade de cor foi aferida em um leitor de ELISA a 450nm (HEWLETT
PACKARD, DESKJET 420, GERMANY). A absorbancia obtida €& proporcional a
concentragcéo de oligbmeros de MBL presentes na amostra. A partir das leituras da
absorbancia dos calibradores, determinou-se um fator multiplicador para o célculo

dos valores séricos de MBL.

+»+ Fator = Concentracdo de MBL dos calibradores em ng/ml

Absorbancia dos calibradores

% MBL (ng/ml) = Fator x Absorbancia da amostra x Diluicao da amostra

4.3.3 Quantificacao da Proteina-C Reativa de alta sensibilidade

A quantificagdo ultra-sensivel de CRP sérica foi determinada através da
técnica de Nefelometria padrdo, segundo (RIFAI, TRACY e RIDKER, 1999),
utilizando-se kits comerciais (Dade Behring Diagnostic, Marburgh, Alemanha), cujo
intervalo de referéncia detecta concentragdes entre 0,075 e 4,8 mg/dl.

A nefelometria € uma técnica analitica quantitativa baseada na interacao da
radiacdo eletromagnética com particulas em suspensao. O método consiste em
medir a turbidez de uma solugdo particulada na presenga de um feixe de luz
incidente. No caso do kit utilizado, particulas de poliestireno séo revestidas com
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anticorpo monoclonal especifico contra a CRP humana que, ao formarem complexos
antigeno-anticorpo, dispersam a luz irradiada. O feixe de luz que sofre dispersao é
entao detectado por sensores que o transformam em um sinal. A intensidade da luz
dispersa depende da concentracdo de CRP na amostra, que é diretamente
proporcional ao sinal, podendo ser representada atravées de um grafico. As
concentragcOes das amostras sdo automaticamente calculadas por comparagao com
diluicbes de padrdes fornecidos pelo fabricante, de concentragées conhecidas. O
equipamento, denominado nefeldmetro, possui um computador e software
apropriado, através do qual uma curva de referéncia € comparada a cada uma das
amostras (LUHR, 2000).

A quantificagdo da CRP foi realizada em parte da amostra paciente, e ndo no
grupo controle. Esta foi utilizada como marcador inflamatério com o objetivo de
verificar se niveis elevados de MBL estariam relacionados a resposta inflamatéria
dos pacientes. Além disso, a concentracdo sérica de CRP foi avaliada como
marcador cardiaco e, nesse caso, 0 grupo de comparagdo utilizado foi o de
pacientes chagasicos, sem alteracdes clinicas cardiacas.

4.3.4 Analise Estatistica

Na analise estatistica deste trabalho foi utilizado os programa “Microsoft -
Statistica versao 5.5” e “GraphPad Prism — versao 3.0”. Para a comparacao de dois
grupos em relacdo a concentragdo de MBL e de CRP adotou-se o teste ndo-
parameétrico de Mann-Whitney. Quando a comparagao envolveu mais de dois grupos
utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, e para a comparacao de dois
grupos em relacdo a variaveis dicotomicas, adotou-se o teste do Qui-quadrado. A
correlacao das concentragcoes de MBL e de CRP entre si, e de ambas em relagéo a
idade, foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 CONCENTRAGCAO DE MBL E CRP ENTRE PACIENTES E CONTROLES

A quantificagdo dos niveis séricos de MBL foi realizada em 150 pacientes,
sendo 54 com a forma cardiaca, 62 com a indeterminada, 15 com a digestiva e 19
com a forma associada (TABELA 2). Na tabela 1 encontram-se os valores das
concentragOes de MBL observados nos pacientes com DC e controles normais. Para
a MBL, foram obtidos valores de <50 ng/ml (indetectaveis) a 5.600 ng/ml nos
pacientes com a forma indeterminada, de <50 ng/ml a 7.213,5 ng/ml na forma
cardiaca isolada, de <50 ng/ml a 5.465 ng/ml na forma digestiva, e de <50 ng/ml a
5.600 ng/ml na forma associada. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores séricos de MBL dos pacientes quando comparados aos controles
normais (p = 0,3631).

TABELA 1 - COMPARACAO DA CONCENTRACAO DE MBL E CRP ENTRE
PACIENTES E CONTROLES

MBL (ng/ml) CRP (mg/dI)
Forma Clinica M.edlana M_edlana
n (min - max) n (min - max)
Pacientes 150 1421 (<50,0 — 7214) 95 0,31 (<0,08 — 4,25)
Controles 139 1400 (<50,0 — 8076,5) nd -
Valor de p 0,3631 -

NOTA: (*) Teste ndao-paramétrico de Mann-Whitney
nd = ndo determinado
-- Nao aplicavel

A determinagdo dos niveis séricos de CRP foi realizada em 95 dos 150
pacientes investigados, dentre os quais 44 apresentando a forma cardiaca, 36 a
forma indeterminada, 5 a digestiva e 10 a forma associada (TABELA 2). Valores de
CRP <0,08 a 3,77 mg/dl foram detectados nos indeterminados, <0,08 a 4,25 mg/d|
nos cardiacos, de 0,09 a 0,31 na forma digestiva e <0,08 a 0,76 mg/dl na forma
associada. Niveis séricos de CRP inferiores a 0,08 mg/dl encontram-se abaixo do
limite de detecgéo da técnica. Cinco pacientes indeterminados, 7 cardiacos, 5 com a
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forma digestiva e 10 com a associada apresentaram niveis de CRP < 0,08 mg/dl.
Como explicado na metodologia, a quantificacdo de CRP nao foi realizada no grupo
controle.

Na tabela 2 sao apresentados os valores de medianas das concentracdes de
MBL e de CRP observados nos pacientes com as diferentes formas clinicas e dos
controles normais. Embora tenha sido observado um aumento dos valores séricos
de CRP na forma indeterminada, quando comparado a forma digestiva, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nas concentracées de CRP

entre as diferentes formas clinicas.

TABELA 2 - COMPARACAO DA CONCENTRACAO DE MBL E CRP ENTRE AS
FORMAS CLINICAS DOS PACIENTES E OS CONTROLES

- MBL (ng/ml) CRP (mg/dl)
Forma Clinica n | Mediana (min — max) n | Mediana (min — max)
Indeterminada 62 1.135 (<50.0 — 5.600) 36 0,34 (<0,08—3.77)
Cardiaca 54 1.481 (<50.0 — 7.214) 44 0,24 (<0,08 — 4,25)
Digestiva 15 1.865 (<50.0 — 5.465) 5 0.18 (<0.08 — 0.31)
Associada 19 2.119 (<50.0 — 5.600) 10 0.34 (<0,08 — 0,76)
Controles 139 1.400 (<50.0 — 8.076) nd -
Valor de p* 0,2328 0,5257

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
nd = ndo determinado
-- Nao aplicavel

As medianas das concentragcdes de MBL entre os pacientes nas diferentes
formas clinicas foram similares a mediana dos controles normais, exceto na forma
associada, cuja mediana (2.119 ng/ml) apresentou-se consideravelmente
aumentada em relagdo aos controles normais (1.400 ng/ml). Esta diferenga, no
entanto, ndo atingiu nivel de significaAncia na analise estatistica.

O grafico 5 demonstra os valores das medianas da concentracdo de MBL nos
pacientes com as diferentes formas clinicas e os controles.

O grafico 6 apresenta os valores da concentragdo de CRP nos pacientes com
as diferente formas clinicas da doenca.
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GRAFICO 5 — CONCENTRACAO SERICA DE MBL NAS FORMAS CLINICAS DA
DOENCA DE CHAGAS E NOS CONTROLES NORMAIS
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GRAFICO 6 - CONCENTRACAO SERICA DE CRP NAS DIFERENTES FORMAS
CLINICAS DA DOENGCA DE CHAGAS
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Na tabela 3, os pacientes nas diferentes formas clinicas foram analisados dois
a dois pelo teste de Mann-Whitney e nao foi evidenciada diferenca nas
concentracées de MBL e CRP entre os grupos. Embora tenha sido observado um
aumento dos valores séricos de MBL na forma associada, e uma diminuigdo dos
valores de CRP na forma digestiva, em relagdo as demais formas clinicas, estas
diferencas nao foram estatisticamente significativas.

Andlises comparativas adicionais, entre os niveis séricos de MBL, nas varias
formas clinicas da DC e nos controles normais, foram realizadas e confirmam os
resultados ja obtidos (TABELAS 17, 18, 19 e 20).

TABELA 3 - COMPARAGAO DOS VALORES SERICOS DE MBL E DE CRP ENTRE
AS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DA DOENCA DE CHAGAS E OS
CONTROLES NORMAIS

MBL (ng/ml) CRP (mg/dl)

Formas clinicas sob comparacao

Valor de p* Valor de p*
Indeterminada x cardiaca 0,0699 0,6755
Indeterminada x digestiva 0,5370 0,0831
Indeterminada x associada 0,1098 0,6035
Indeterminada x controles 0,5940 -
Cardiaca x digestiva 0,5557 0,4879
Cardiaca x associada 0,8603 0,2266
Cardiaca x controles 0,1177 -
Digestiva x associada 0,4558 0,1409
Digestiva x controles 0,7147 -
Associada x controles 0,1940 -

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney.
-- Teste nao aplicado

Na tabela 4 podem ser observadas as concentragbes séricas de CRP nos
pacientes segundo o risco de doenga cardiovascular. Nao houve diferenca

significativa entre a forma cardiaca isolada, cardiacos totais e nao cardiacos.
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Dentre os 95 pacientes avaliados, 62 (65,26%), apresentaram valores de
CRP sérica abaixo de 0,5 mg/dl (valor encontrado em individuos saudaveis) e 33
(34,74%) apresentaram niveis acima deste valor. De acordo com o risco de doencgas
cardiovasculares, 18 (18,95%) pacientes apresentaram niveis inferiores a 0,1 mg/dl
(risco baixo), 30 (31,58%) apresentaram niveis entre 0,1 e 0,3 mg/dl (risco médio) e
47 (49,47%) apresentaram niveis superiores a 0,3 mg/dl (risco elevado) (TABELA 4).

TABELA 4 - CONCENTRAGOES SERICAS DE CRP NOS PACIENTES COM E
SEM A FORMA CARDIACA SEGUNDO O RISCO ASSOCIADO A

DOENCA CARDIOVASCULAR
Formas Clinicas| Cardiaca Cardiacos Nao
Niveis CR Isolada Totais Cardiacos Valor de P*
(mg/dl) (n=44) (n=54) (n=41)
<0,1 (n) 9 12 6
Risco baixo  (mediana) 0,09 0,09 <0,08 0,9255
0,1-0,3 (n) 15 17 15
Risco médio  (mediana) 0,15 0,15 0,21 0,0544
>0,3 (n) 20 25 20
Risco alto (mediana) 0,96 0,75 0,68 0,1583

NOTA: Cardiacos Totais = formas clinicas isolada + associada
(*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis

Na tabela 4, nado foi possivel calcular o valor exato da mediana das
concentracées de CRP dos pacientes com niveis <0,1 mg/dl, ndo cardiacos, pois
cinco dos seis pacientes deste grupo apresentaram valores inferiores a 0,08 mg/dl e,

portanto, indetectaveis.

5.2 CONCENTRACAO DE MBL E CRP NOS PACIENTES CARDIACOS EM
RELACAO A CLASSIFICAGAO DA INSUFICIENCIA CARDIACA

Dos 73 pacientes que apresentavam a forma cardiaca (54 isolada e 19
associada), 15,1% (11/73) foram incluidos no grupo A; 27,4% (20/73) no grupo B1;
53,4% (39/73) no grupo C; e 2,7% (2/73) no grupo D, de acordo com a classificacao
funcional sugerida pelo Consenso em Doenca de Chagas de 2005 (QUADRO 1).
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Nenhum paciente foi classificado no grupo B2, provavelmente devido ao fato de
individuos com FEVE < 45% frequentemente apresentarem IC, caracteristica que os
enquadra na classe C. Além disso, deve-se considerar que os grupos B1 e B2
englobam pacientes com diferentes manifestacdes clinicas e graus de
comprometimento cardiaco. As classificagdes funcionais séo tentativas de estratificar
os pacientes a fim de facilitar a conduta médica no que se refere ao manejo dos
mesmos, porém possuem suas limitagdes.

Apenas um paciente com a forma cardiaca foi excluido desta classificagao
por apresentar eletrocardiograma normal.

Na tabela 5 sdo apresentados os valores das concentragbes de MBL e CRP
observados nos pacientes de acordo com as diferentes classes funcionais.

TABELA 5 - COMPARAGCAO ENTRE AS CONCENTRAGOES DE MBL E CRP NOS
PACIENTES CARDIACOS NAS DIFERENTES  CLASSES

FUNCIONAIS
Classificacao MBL (ng/ml) CRP (mg/dl)
Funcional n | Mediana (min — max) n | Mediana (min — max)
A 11 357,8 (<50,0 — 3.700) 7 0,22 (<0,08 — 0,96)
B1 20 2.500 (<50,0 — 5.600) 13 0,15 (<0,08 — 2,25)
B2 0 - 0 -
C 39  2.421,8(<50,0-7.2135) 32 0,34 (<0,08 — 4,25)
D 2 1827,3(1.2855-2369) 2 2,01 (0,35 — 3,66)
Valor de p* 0,0041 0,5621

NOTA: (*) Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
-- Nao aplicavel
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Como pode ser observado na tabela 5, houve diferenca estatisticamente
significativa para os valores de MBL entre os diferentes grupos (p = 0,0041). Os
individuos na classe funcional A apresentaram concentracbes séricas de MBL
significativamente reduzidas em relagdo a todos os demais grupos. Analises
adicionais comparando-se diferentes combinagdes entre os grupos nas classes
funcionais foram realizadas e corroboram com estes resultados (TABELA 8).

Para os valores de CRP, ndo se observou diferenca estatisticamente
significativa em relagédo a classificagao funcional dos pacientes, embora na classe D
a concentracdo de CRP encontre-se bastante elevada em relagdo aos demais
grupos (2,01 mg/dl) (TABELA 5), embora outros pesquisadores tenham
demonstrando sua relevancia como marcador prognéstico. Entretanto, tal
associagao talvez ndo tenha sido evidenciada devido ao pequeno numero amostral
na classe D. O pequeno numero de individuos na classe funcional D deve-se ao fato
de que os pacientes com IC refrataria sentem cansago aos minimos esforgos e
muitos encontram-se internados, na fila de espera do transplante cardiaco. Sendo
assim, dificilmente sdo encontrados nas consultas periédicas do ambulatério, onde
foram realizadas as coletas. Por esta razdo, em algumas analises optou-se em
reunir os pacientes em apenas dois grupos, de acordo com a presenga ou auséncia
de IC (TABELA 6).

TABELA 6 - CONCENTRAGOES SERICAS DE CRP NOS PACIENTES
CARDIACOS NAS DIFERENTES CLASSES FUNCIONAIS
SEGUNDO O RISCO DE DOENGCA CARDIOVASCULAR

Classe Funcional A B1 C D
Valor de
RDC n n n n P
(mediana) (mediana) (mediana) (mediana)
Baixo 1 4 7 0
(niveis <0,1) -- <0,08 0,09 - 0,8398
o
> Medio 3 6 8 0
E (entre0,1€0,3) 0,15 0,17 0,13 - 0,7019
o
G Alto 3 3 17 2
(niveis > 0,3) 0,89 1,43 0,63 2,01 0,8628

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
RDC = Risco de doencas cardiovasculares
-- Nao aplicavel
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Na tabela 6 ndo foi possivel calcular a mediana exata para os individuos na
classe funcional B1 com valores séricos de CRP <0,1 mg/dl, pois trés dos quatro
pacientes do referido grupo apresentaram niveis séricos de CRP inferiores a 0,08
mg/dl e, portanto, abaixo do limite de detecg¢ao da técnica.

Na tabela 7 sdo apresentadas as concentragbes de MBL e CRP observadas
nos pacientes de acordo com a presenca de IC. Os pacientes com IC apresentaram
valores de MBL bastante aumentados em relagdo aos pacientes sem IC, e esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0,0204). Embora a mediana das
concentrages de CRP tenha sido mais elevada no grupo com insuficiéncia (classes
C + D), em relagédo ao grupo sem insuficiéncia (classes A + B1), esta diferenca néao
foi estatisticamente significativa, e isto pode ser explicado pelo pequeno nimero de
pacientes na classe D.

TABELA 7 - COMPARACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE MBL E CRP NOS
PACIENTES CARDIACOS EM RELACAO A PRESENCA DE
INSUFICIENCIA CARDIACA

MBL (ng/ml) CRP (mg/dl)
n | Mediana (min — max) N Mediana (min — max)

IC

Ausente
(Classes A + B1) 31 800 (0 —5.690,0) 20 0,17 (0,08 — 2,25)

Presente
(Classes C + D) 41 2.369 (0 —7.213,5) 34 0,34 (0,08 — 4,25)

Valor de p* 0,0204 0,8584

NOTA: (*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p < 0,05 indicam
significancia estatistica
IC = insuficiéncia cardiaca

Na tabela 8 encontram-se os dados referentes aos pacientes cardiacos
distribuidos nas diferentes classes funcionais de IC, de acordo com as
concentragbes de CRP associadas a risco baixo (<0,1 mg/dl), médio (entre 0,1-0,3
mg/dl) e alto (>0,3 mg/dl) de doenca cardiovascular. Comparando-se os individuos
na classe funcional A com os grupos B1, C+D e em relacdo aos controles,

observaram-se diferengas estatisticamente significativas.
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TABELA 8 - COMPARAGCAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE MBL E CRP
NOS PACIENTES CARDIACOS ENTRE AS DIFERENTES CLASSES
FUNCIONAIS E CONTROLES

MBL (ng/ml) | CRP (mg/dl)
Valor de p* | Valor de p*

Grupos sob comparacéao

A x B1 0,0105 1,00
AxC+D 0,0002 0,9831
A x controles 0,0053 -
B1 x C+D 0,5690 0,7515
B1 x controles 0,7042 -
C+D x controles 0,3190 -

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney.
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
-- Nao aplicado

5.3 DISTRIBUICAO DOS VALORES SERICOS BAIXOS, MEDIOS E ALTOS DE
MBL NOS PACIENTES E CONTROLES

Dentre os 150 pacientes incluidos no estudo, 60% (90/150) apresentaram
niveis altos (>1000 ng/ml), 27,33% (41/150) niveis médios (101-1000 ng/ml) e
12,67% (19/150) niveis baixos de MBL sérica (£ 100 ng/ml). Quanto aos controles
normais, dos 139 individuos estudados, 55,40% (77/139) apresentaram niveis altos
(>1000 ng/ml), 25,90% (36/139) niveis médios (101—1000 ng/ml) e 18,70% (26/139)
niveis baixos de MBL sérica (£ 100 ng/ml).

Na tabela 9 apresenta-se a distribuicdo das concentracbes de MBL entre
pacientes totais e controles. Nado houve diferenca significativa com relagdo aos
valores baixos, médios e altos de MBL entre os dois grupos. Na tabela 10 apresenta-
se a distribuicdo dos pacientes nas diferentes formas clinicas da doenga, agrupados
de acordo com os respectivos niveis séricos de MBL (baixos, médios e altos).
Embora tenha sido observada uma porcentagem menor de individuos com
deficiéncia de MBL nos pacientes totais e nas diferentes formas clinicas, em relacéo

aos controles, essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa.
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TABELA 9 - CONCENTRAGCOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA ENTRE
OS PACIENTES TOTAIS E OS CONTROLES

Concentracao de  Pacientes Totais Controles yjg|or de p*

MBL (ng/ml) n (%) n (%)
<100 19 26
(12,7) (18,7) 0,1569
De 100 a 1000 41 36
(27,3) (25,9) 0,7829
> 1000 90 77
(60) (55,4) 0,4284

NOTA: (*) Teste de Qui-quadrado

TABELA 10 - CONCENTRAGOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA ENTRE
OS PACIENTES NAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS E OS

CONTROLES
Concentragao Forma Clinica
de MBL Controles
(ng/ml) n
Indeterminada Cardiaca Digestiva Associada (%)
n n n n
(%) (%) (%) (%)
<100 9 6 2 2 26
(14,5) (11,1) (13,3) (10,5) (18,7)
De 100 a 1000 18 15 4 4 36
(29) (27,8) (26,7) (21,1) (25,9)
> 1000 35 33 9 13 77
(56,5) (61,1) (60) (68,4) (55,4)
Total 62 54 15 19 139

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
Valores de P néo significativos
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5.4 CONCENTRACAO DE MBL E CRP NOS PACIENTES E CONTROLES EM
RELACAO AO SEXO

Nas tabelas 11 e 12 sao apresentados os valores de medianas das
concentragOes sericas de MBL e de CRP, respectivamente, observados entre os
pacientes com DC e controles normais, de acordo com 0 sexo.

Observaram-se valores de MBL mais elevados no sexo masculino quando
comparados ao sexo feminino nas formas clinicas cardiaca, digestiva e associada.
Porém, houve diferencga estatisticamente significativa apenas ao reuniur-se todos os
pacientes em um unico grupo (p = 0,0396). Nos controles, bem como nas diferentes
formas clinicas isoladamente ndo se observou diferenga significativa nas

concentragdes seéricas de MBL em relacdo ao sexo (TABELA 11).

TABELA 11 - COMPARAGAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE MBL NAS
FORMAS CLINICAS DA DOENGCA DE CHAGAS E NOS
CONTROLES EM RELAGAO AO SEXO

Sexo Masculino Feminino Valor de p*
(n) (n)
Formas Clinicas (mediana) (mediana)
70 80
Pacientes 1.920,8 1.181,0 0,0396
Totais
23 39
Indeterminada 1.097,1 1.380,7 0,0967
—~ |Cardiaca 32 22
£ isolada 1.769,2 1.344,5 0,8121
2
= 4 11
g Digestiva 2.504,8 1.865,1 0,7441
11 8
Associada 2.529,4 1.129,4 0,3424
68 71
Controles 1.259,3 1.500,0 0,8069

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
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Com relagdo aos valores de CRP, nao se observaram diferengas
estatisticamente significativas quando se comparou o sexo feminino com o
masculino (TABELA 12). Nao foi possivel calcular o valor de p na forma clinica
digestiva, pois para comparagdes através do teste nao-paramétrico de Mann-

Whitney sdo necessérios pelo menos trés dados pareados.

TABELA 12 - COMPARAGAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE CRP NAS
DIFERENTES FORMAS CLINICAS DA DOENGA DE CHAGAS EM
RELACAO AO SEXO

Sexo Masculino Feminino Valor de p*
(n) (n)
Formas Clinicas (mediana) (mediana)
47 48
Pacientes Total 0,31 0,30 0,4133
12 24
Indeterminada 0,39 0,32 0,9198
o
> 27 17
E |cardiaca 0,21 0,34 0,6834
o
& 2 3
Digestiva 0,24 0,18 --
5 5
Associada 0,34 0,58 0,1508

NOTA: (*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
-- Teste néo aplicavel

5.5 CONCENTRACOES DE MBL E CRP NOS PACIENTES E CONTROLES EM
RELACAO A IDADE

Nas tabelas 13 e 14 sdo apresentadas as concentracdes séricas de MBL e

CRP, respectivamente, observadas entre os pacientes com as diferentes formas
clinicas da DC e os controles normais, de acordo com o grupo etario.

Como pode ser observado na tabela 13, as medianas dos niveis séricos de

MBL aumentaram gradativamente com a faixa etaria nos pacientes totais (p=0,0115)

e na forma cardiaca (p = 0,0270). O grafico 7 ilustra os dados da tabela 13.
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TABELA 13 - COMPARACAO DA CONCENTRACAO SERICA DE MBL NAS
FORMAS CLINICAS DA DOENCA DE CHAGAS E NOS
CONTROLES EM RELAGCAO A FAIXA ETARIA

Grupo Etario| 19-44 anos 45 - 60 anos > 60 anos Valor de p*
(n) (n) (n)
Formas Clinicas (mediana) (mediana) (mediana)
17 87 46
Pacientes 636,6 1.192,3 2.500,0 0,0115
Totais
11 37 14
Indeterminada 636,6 1.100,0 2.605,9 0,2471
= 3 31 20
£ |Cardiaca 368,1 1.219,2 2.901,7 0,0270
g
= 2 8 5
g Digestiva 1.882,6 1.552,5 600,0 0,9324
1 11 7
Associada -- 2.118,8 2.400,0 0,2580
53 71 14
Controles 1.520,0 1.517,2 620,0 0,4499

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica

-- Nao aplicavel

GRAFICO 7 — VALORES MEDIOS DA CONCENTRAGAO SERICA DE MBL NAS
FORMAS CLINICAS DA DOENGCA DE CHAGAS E NOS
CONTROLES EM RELACAO A FAIXA ETARIA

3500 -

2500 +
2000 +
1500 -

3000 | 5 _ 0,015 —

p = 0,0270

2l ol g




59

Na tabela 14 observou-se um aumento gradativo dos niveis séricos de CRP
no grupo CT de acordo com a faixa etéaria, porém, esta diferenca nao foi

estatisticamente significativa.

TABELA 14 - COMPARACAO DA CONCENTRACAO SERICA DE CRP NAS
FORMAS CLINICAS DA DOENGCA DE CHAGAS EM RELACAO A

FAIXA ETARIA
Grupo Etario| 19 -44 anos 45— 60 anos > 60 anos Valor de p*
(n) (n) (n)

Formas Clinicas (mediana) (mediana) (mediana)

Pacientes 8 59 28

Totais 0,20 0,25 0,35 0,4453
e
> 3 31 20
E |cT 0,09 0,25 0,50 0,1035
o
S 5 28 8

NC 0,49 0,25 0,32 0,4056

NOTA: (*) Teste ndao-paramétrico de Kruskal-Wallis
CT = cardiacos total (formas cardiaca + associada)
NC = ndo cardiacos

Na tabela 15 observa-se a correlacdo existente entre as concentracoes
séricas de MBL e CRP em relacdo a idade nos pacientes cardiacos, considerando

as formas clinicas isolada e associada. Os graficos 8 e 9 ilustram estes dados.

TABELA 15 - CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE MBL E CRP NOS PACIENTES
CARDIACOS E A IDADE

Variaveis sob comparacao | n | (*) Valor de R | Valor de p*

MBL x Idade 73 0,3337 0,0039

CRP x |dade 58 0,2895 0,0262

NOTA: (*) Coeficiente de correlagdo de Spearman
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
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GRAFICO 8 - CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES SERICAS DE MBL E
A IDADE NOS PACIENTES CARDIACOS
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GRAFICO 9 - CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRAGCOES SERICAS DE CRP
E A IDADE NOS PACIENTES CARDIACOS
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Na tabela 16 encontram-se as medianas de idade dos pacientes em cada
uma das formas clinicas. Embora as medianas tenham sido bastante préximas, o
maior valor foi observado na forma cardiaca. Devido as proéprias caracteristicas da
DC, nao foi possivel determinar o tempo exato de infeccao de cada paciente, porém,
sabe-se que em geral os individuos sao infectados na infancia. Esta observacao é
bastante importante, pois permite-nos inferir que estes pacientes possuem,

provavelmente, um tempo médio de doenga similar.

TABELA 16 - MEDIANA DE IDADE NAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS

Forma Clinica N Med (Il\(;lliar:jf Max)

Indeterminada 62 54,5 (34-76)
Cardiaca 54 57 (34-90)
Digestiva 15 55 (36-81)
Associada 19 55 (37-73)

Além disso, quando se analisou a mediana de idade nos pacientes cardiacos
nas diferentes classes funcionais, foi observado um aumento gradativo da idade
conforme o grau de acometimento cardiaco (A = 53,29; B = 54,69; C = 57,97). A classe
D foi desconsiderada nessa analise, devido ao pequeno numero de pacientes
classificados nesse grupo (n = 2).

5.6 CONCENTRACAO DE MBL E CRP NOS PACIENTES E CONTROLES EM
RELACAO A ETNIA DOS INDIVIDUOS.

Cada um dos grupos definidos pela forma da doenca e o grupo controle,
tanto para os valores de MBL como de CRP, foram avaliados quanto a etnia dos
individuos. Foi evidenciada diferenca estatisticamente significativa entre as
concentracdes séricas de MBL no grupo controle, com relagdo ao grupo étnico dos
individuos. Como pode ser observado na tabela 17, a concentragdo de MBL nos
individuos controles sem ascendéncia principal européia (chamados neste estudo de
“nao euro-brasileiros”) apresentou-se bastante diminuida (MED = 573,85 ng/ml) em

relacdo aos pacientes com ascendéncia semelhante, nas diferentes formas clinicas.
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A concentracdo sérica de CRP em relagcdo a etnia dos individuos nao foi
avaliada. Devido ao pequeno numero amostral apresentado ao distribuir os
individuos nas diferentes formas clinicas e respectivos grupos étnicos, esta analise

nao teria relevancia estatistica.

TABELA 17 - COMPARAGCAO DAS CONCENTRAGOES SERICA DE MBL NAS
FORMAS CLINICAS DA DOENCA DE CHAGAS E NOS
CONTROLES EM RELAGCAO A ETNIA DOS INDIVIDUOS

Grupo Etnico EUB NEUB
(n) (n) Valor de
(mediana) (mediana) p*
Formas Clinicas
56 6
Indeterminada 1.098,6 2.375,6 0,4825
40 14
. Cardiaca 1.761,9 1.378,6 0,7823
,\E,, 11 4
£ Digestiva 1.005,0 2.500,0 0,3961
-
S 15 4
Associada 1.829,9 2.909,4 0,4236
111 28
Controles 1.600,0 573,85 0,0441

NOTA: (*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
EUB = euro-brasileiros
NEUB = “nao euro-brasileiros” (afrodescendentes + miscigenados)

5.7 DISTRIBUICAO DAS CONCENTRAGOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL
SERICA, DE ACORDO COM SEXO, IDADE E ETNIA DOS PACIENTES E
CONTROLES

Na tabela 18 sdo apresentadas as frequéncias das distribuicbes das

concentragbes da MBL (baixa, média e alta) nos pacientes totais de acordo com o

sexo, a faixa etaria e o grupo étnico dos individuos. Observou-se uma proporgao

similar das concentracdes baixas, médias e altas de MBL, quando comparou-se os

individuos de acordo com o sexo e a etnia. Porém, com relagdo a essas variaveis,
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observou-se uma tendéncia ao aumento gradativo na proporcado de individuos do
nivel baixo (<100 ng/ml) ao alto (>1.000 ng/ml) de MBL.

TABELA 18 - CONCENTRAGCOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA NOS
PACIENTES TOTAIS DE ACORDO COM O SEXO, A FAIXA ETARIA
E O GRUPO ETNICO

Variavel Classificacao =100 |N:%|6 fr;%/gsl)' > 1000 Valor de p*
. 9 16 45
Sexo Masculino (n =70) (1286%)  (22.86%)  (6428%) (5047
Feminino (n =80) 10 25 4 ’
= (12,50%) (31,25%)  (56,25%)
4 7 6
19 a44 anos (n =17) (23,53%)  (41,18%)  (35,29%)
8 28 51
ldade 45260 anos (n = 87) (9,20%)  (32,18%)  (58,62%)  0,0284
. 7 6 33
Acima de 60 anos (n = 46) (15,22%) (13,04%) (71,74%)
16 35 71
EUB (n =122) . .
Etnia (1 3’;1 %) (28’29 %) (55}50) 0,6386
NEUB (n =28)

(10,71%)  (21,43%)  (67,86%)

NOTA: (*) Teste de Qui-quadrado
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
EUB = euro-brasileiros
NEUB = “n&o euro-brasileiros” (afrodescendentes + miscigenados)

Com relacao a faixa etaria, as distribuicdes encontradas nos pacientes com
niveis baixos, médios e altos de MBL nao foram homogéneas, e esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p = 0,0284). Pode ser notado que a proporcédo de
individuos deficientes no grupo etario mais jovem foi bastante superior aos demais
grupos, enquanto que niveis altos de MBL foram mais frequentes nos individuos
acima de 60 anos. Porém, o numero amostral do grupo etario mais jovem & pouco
representativo (n=4) e, portanto, € provavel que a significancia encontrada deva-se
aos individuos acima de 45 anos. Para confirmar esta hipétese realizou-se um novo
agrupamento de dados a partir da classificagéao utilizada na tabela 18. Os pacientes
foram reclassificados em apenas dois grupos segundo os niveis de MBL e a faixa
etaria. Com relacdo aos niveis de MBL os pacientes foram classificados em

superiores ou inferiores a 1.000 ng/ml e de acordo com a idade, os mesmos foram
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agrupados em individuos acima ou abaixo de 45 anos. Novamente evidenciou-se
uma associagao positiva entre valores altos de MBL e a idade dos individuos [64%
ou 11/17 vs 36% ou 49/84; p Fisher = 0,027; O.R = 1,6922 (1.094<0.R.<9.0288)].

Na tabela 19 sao apresentadas as frequéncias das distribuicbes das
concentragbes de MBL (baixa, média e alta) nos pacientes cardiacos de acordo com
0 sexo, a faixa etaria e o grupo étnico dos individuos. Assim como nos pacientes
totais, no grupo de cardiacos observou-se a mesma tendéncia de uma maior
proporcao de individuos deficientes no grupo etario mais jovem e niveis altos de
MBL nos individuos acima de 60 anos (p = 0,0191). Observou-se também diferenca
estatisticamente significativa em relagao ao sexo (p = 0,0326), provavelmente devido
ao pequeno numero de individuos deficientes do sexo feminino na amostra em

estudo.

TABELA 19 - CONCENTRACOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA NAS
FORMAS CLINICAS CARDIACA ISOLADA E ASSOCIADA DE
ACORDO COM O SEXO, A FAIXA ETARIA E A ETNIA

Variavel Classificacao =100 |N:%|6 Er;%/(r)ral)| >1000 Valzl; de
Sexo Masculino (n = 43) (1 6,.;8%) (1 6,;8%) (67,24%1%) 0,0326
Feminino (n = 30) (3,313%) (42)%/0) (56,1677%)
19 a 44 anos (n = 4) 20 10 1o
(50%) (25%) (25%)
ldade 45 a 60 anos (n = 42) o 5‘2%) (33,134:,’% ) (57,21‘2% ) 0,0191
> 3 22

Acima de 60 anos (n = 27) (7,41%) (11,11%) (81,48%)

6 15 34
- EUB (n = 55) (10.91%)  (27.27%)  (61,82%)
nia 5 4 1o 0,9121
NEUB (n = 18)

(11,11%) (22,22%) (66,67%)

NOTA: (*) Teste de Qui-quadrado
Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica
EUB = euro-brasileiros
NEUB = “nao euro-brasileiros” (afrodescendentes + miscigenados)
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Na tabela 20 sdo apresentadas as frequéncias das distribuicbes das

concentracdes da MBL (baixa, média e alta) nos pacientes nao cardiacos, de acordo

com o sexo, a faixa etaria e o grupo étnico dos individuos. Nao houve diferencas

estatisticamente significativas nas distribuicdes dos individuos. E interessante notar

que, diferentemente do observado nos pacientes cardiacos, a propor¢do de

individuos com altos niveis de MBL aumentou de modo similar nos trés grupos

etarios.

TABELA 20 - CONCENTRAGCOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA NOS
PACIENTES NAO CARDIACOS DE ACORDO COM O SEXO, A
IDADE E A ETNIA DOS PACIENTES

Variavel Classificacao <100 IN:?)I(; ﬂ%&l)' >1000 Valor de p*
. 3 8 16
Soxg asculino (n=27) (11,11%)  (29,63%)  (59,26%)  0,7221
Feminino (n = 50) 9 13 28
= (18%) (26%) (56%)
2 5 6
19.a44 anos (n = 13) (1539%)  (38,46%)  (46,15%)
4 14 57 0,3055
Idade 45 a 60 anos (n = 45) (8,89%) (31,11%) (60%)
. 5 3 11
Acima de 60 anos (n = 19) (26,32%) (15,79%) (57,89%)
10 20 37
Einia EUB (n = 67) (14,93%)  (29,85%) (55.22%)  0,6785
1 2 7
NEUB (n = 10) (10%) (20%) (70%)

NOTA: (*) Teste de Qui-quadrado
EUB = euro-brasileiros

NEUB = “ndo euro-brasileiros” (afrodescendentes + miscigenados)
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Na tabela 21 sdo apresentadas as frequéncias das distribuicbes das
concentracoes de MBL (baixa, média e alta) na amostra controle de acordo com o
sexo, a faixa etaria e o grupo étnico dos individuos. A distribuicdo dos individuos
com niveis altos, médios e baixos de MBL de acordo com o sexo e a idade foram
bastante similares. Com relagdo ao grupo étnico, observou-se uma propor¢gao maior
de individuos com concentracées de MBL médias e baixas nos “nao euro-brasileiros”
e um numero aumentado de individuos “euro-brasileiros” com niveis altos de MBL,

embora esta diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa.

TABELA 21 - CONCENTRACOES BAIXA, MEDIA E ALTA DE MBL SERICA NOS
CONTROLES NORMAIS DE ACORDO COM O SEXO, A FAIXA
ETARIA E O GRUPO ETNICO

Variavel Classificacao <100 m%t ('11%/331 >1000 Valor de p*
. 13 18 37
Sexo Masculino (n = 68) (1212%)  (2647%)  (5441%) (906
Feminino (n = 71) 13 19 39 ,
= (18,31%)  (26,76%)  (54,93%)
11 12 31
19244 anos (n =54) (20,37%)  (22,22%)  (57,41%)
13 17 41
Idade 45 a 60 anos (n =71) (18,31%)  (23,94%)  (57,75%) 0,3033
. 2 7 5
Acima de 60 anos (n = 14) (14,29%) (50%) (35,71%)
19 25 67
cni EUB (n = 111) (17,12%)  (22,52%)  (60,36%)
tnia 7 10 11 0,1315
NEUB (n = 28)

(25%) (85,71%)  (39,29%)

NOTA: (*) Teste de Qui-quadrado
EUB = euro-brasileiros
NEUB = “n&o euro-brasileiros” (afrodescendentes + miscigenados)
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5.8 CORRELACAO ENTRE OS VALORES SERICOS DE MBL E CRP NOS
PACIENTES

Para os grupos definidos segundo a forma clinica da doenca, estimou-se o
coeficiente de correlagéo entre as concentragées séricas de MBL e de CRP. Testou-
se a hipoétese nula de inexisténcia de correlagdo entre estas variaveis, versus a
hipotese alternativa de existéncia de correlacdo. Nao houve qualquer correlacao
entre os valores de MBL e CRP nos pacientes (TABELA 22).

TABELA 22 - CORRELAGAO ENTRE AS CONCENTRAGCOES SERICAS DE MBL
E CRP NOS PACIENTES

Formas Clinicas n (*) Valor de R Valor de p*
Indeterminada 40 -0,008735 0,9573
Cardiaca 44 0,1114 0,4715
Digestiva 5 0,1000 0,9500
Associada 10 -0,1890 0,6073
Pacientes Totais 95 0,05870 0,7190

NOTA: (*) Coeficiente de correlagao de Spearman

6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que investigou o papel das concentracbes de MBL
na DC. Investigou-se um numero representativo de pacientes (n=150) na fase
cronica, apresentando todo o espectro de manifestagdes clinicas da doenca. Nao
foram observadas diferengcas significantes nas concentragdes de MBL entre as
formas clinicas e controles, apesar de ter sido observado um aumento dos niveis de
MBL nos pacientes com a forma associada, embora o numero relativamente
pequeno (n=15) de pacientes nesta forma clinica deva ser considerado.

Tém-se demonstrado em estudos recentes que a inflamagéo desempenha um
papel crucial tanto na génese quanto na progressao da CCC (LOPEZ et al., 2006). A
partir de estudos de associagédo entre MBL e doengas surgiram evidéncias do papel
primordial da MBL na modulagdo da inflamacado (TURNER, 2003). O mecanismo

através do qual a MBL pode induzir uma resposta inflamatéria ndo esta claro, mas



68

sabe-se que a mesma é capaz de promover a inflamacdo pela modulacado dose-
dependente de citocinas, tais como (IL)-1alfa e IL-1beta, e IL-10, e IL-6 (FRASER et
al., 2006), secretadas pelos mondcitos (JACK et al., 2001).

Apesar do seu aumento moderado no processo inflamatério quando
comparado a proteina C-reativa, a MBL € considerada uma proteina de fase aguda
(THIEL et al., 1992), cujos niveis circulantes sofrem aumento de 1.5 — 3 vezes
durante trauma ou infecgdes (VOLANAKIS, 2001). Neste estudo, foram observados
niveis aumentados tanto da MBL quanto da CRP nas formas cardiacas mais graves.
Porém esse aumento foi estatisticamente significativo apenas para MBL,
provavelmente devido ao menor numero amostral em que foi realizada a dosagem
de CRP, principalmente apds a estratificagdo dos pacientes nas classes funcionais.
Os niveis de MBL aumentados observados nos pacientes cardiacos estéao
provavelmente relacionados ao processo inflamatério progressivo caracteristico da
CCC, embora nao tenha sido observada correlacdo entre os niveis de MBL e CRP
neste estudo. Apds a lesdo do tecido cardiaco provocada pelo parasita, novos
epitopos antigénicos sao expostos, podendo ocorrer a ligacgdo da MBL a
carboidratos anteriormente sequestrados, ativando o sistema complemento e
intensificando a reacao inflamatéria.

Com relagdo ao sexo, observou-se um aumento significativo da
concentracdo de MBL no sexo masculino quando comparado ao feminino (p =
0,0396). O sexo masculino é considerado um fator de mau prognéstico na CCC,
ocorrendo maior mortalidade entre homens com idade entre 30 e 59 anos. Este
achado tem sido relacionado com alta freqliéncia de anormalidades
eletrocardiograficas nestes pacientes (BASQUIERA et al., 2003). Considerando-se
este fato, os dados encontrados permitem sugerir que concentracdes elevadas de
MBL, predominantes nos individuos do sexo masculino nesta populagdo em estudo,
podem influenciar na evolugao clinica dos pacientes, conferindo maior predisposi¢ao
em desenvolver cardiopatias graves na DC, em comparacdo ao sexo feminino.
Corroborando com estes dados, um trabalho de 2006 envolvendo pacientes com
hanseniase também demonstrou niveis séricos de MBL mais elevados nos
pacientes masculinos quando comparados aos pacientes femininos (DORNELLES,
2006).

O nivel circulante de MBL ap6s o nascimento corresponde em média a dois

tercos do nivel de adultos €, em aproximadamente um més de vida, estes niveis
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igualam-se aos dos adultos (THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006). Porém,
neste estudo, observou-se um aumento gradativo dos niveis séricos de MBL nos
pacientes totais (p=0,0115) e na forma cardiaca (p = 0,0270), ao avaliar os pacientes
em grupos etarios crescentes. Enquanto que nos controles, o valor da mediana
reduziu-se em cerca de 50% em individuos acima de 60 anos em relacdo aos
grupos etarios mais jovens. Considerando-se a atividade pro-inflamatéria da MBL,
sugere-se que seus niveis possam aumentar a medida que na CCC o
comprometimento cardiaco avanca com a idade. Como os pacientes cardiacos
correspondem a 46 % da amostra total de pacientes, isto pode explicar a
significancia estatistica também encontrada para as concentracées de MBL nos
pacientes totais, em relacdo ao grupo etario. Porém, sabe-se que as concentragdes
de MBL na resposta inflamatoria podem sofrer um aumento de no maximo trés
vezes, em relacdo a producdo basal determinada geneticamente. Portanto, existe
ainda a possibilidade de que os pacientes possuam genotipos que determinem alta
producado de MBL, mas apenas a genotipagem desses individuos podera confirmar
essa hipétese.

Com relagédo a etnia dos individuos observou-se diferenga significativa na
concentracdo de MBL entre individuos euro-brasileiros e “ndo euro-brasileiros”, na
populacao estudada.

Existe uma grande diversidade no polimorfismo de MBL2 associado a
doencas nos diferentes grupos étnicos (MINCHINTON et al., 2002). Em africanos, as
concentragOes séricas baixas devem-se a alta freqiéncia (0,24) da variante C, a
qual resulta em uma alta freqténcia (0,06) de individuos com deficiéncia de MBL,
sendo também responsavel pela frequéncia relativamente alta (0,13) de haplétipos
baixo produtores desta proteina (MADSEN et al., 1998). Os achados desses
pesquisadores com relacdo as concentracées de MBL em individuos africanos
corroboram, portanto, com os resultados observados no presente estudo em
individuos afro-descendentes e miscegenados. Além disso, deve-se considerar o
fato de que individuos com o mesmo gendtipo MBL2 podem apresentar variagcoes
consideraveis nos niveis séricos de MBL (THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS,
2006). O estudo do gendtipo MBL2 em relagao as varias doengas, além da avaliagdo
das concentracoes séricas € recomendado, pois existem diferencas marcantes na

freqliéncia dos seus genotipos entre grupos étnicos distintos (MADSEN et al., 1998).



70

O numero de individuos com niveis de MBL inferiores a 100 ng/ml, que
correspondem a deficiéncia, apresentou-se reduzido nos pacientes totais (14,5%)
em relacdo aos controles (18,7%). Embora essa diferenca n&o tenha atingido
significancia estatistica, niveis diminuidos de MBL podem estar associados a
protecdo contra a infeccado pelo T. cruzi. Por se tratar de um parasita intracelular,
esse patégeno poderia utilizar a MBL ou fatores do complemento ativados pela via
das lectinas, como a opsonizagao através de C3 e o receptor de C3 presente em
mondcitos/macréfagos, para facilitar sua entrada nas células-alvo, como ja
demonstrado em outros estudos envolvendo MBL e infec¢des intracelulares.
Portanto, qualquer reducédo na ativagdo do complemento pode reduzir o parasitismo
(TURNER, 2003). Observou-se também uma maior propor¢do de individuos
deficientes na forma indeterminada (14,5%) quando comparado as formas
determinadas (11,1% nos cardiacos; 13,3% na forma digestiva e 10,5% na forma
associada). Embora n&o tenha sido demonstrada diferenca estatistica entre esses
dados, pode-se sugerir um provavel papel protetor da deficiéncia de MBL, contra a
progressao da DC. Porém, somente estudos envolvendo o polimorfismo genético de
MBL poderao confirmar tais hipoteses.

Dentre os controles sadios 18,7% apresentaram niveis de MBL relacionados a
deficiéncia. Esta proporgdo aproxima-se ao encontrado em outros estudos de
associagdo com MBL e doengas realizados na mesma area geogréfica.
SCHAFRANSKI et al. (2004) detectaram 17,1% e (CARVALHO et al., 2007), 13,33%
de individuos sadios deficientes para MBL. Um estudo recente em pacientes com
hanseniase encontrou 19,09% de deficiéncia em individuos saudaveis
(DORNELLES; PEREIRA-FERRARI; MESSIAS-REASON, 2006). Em estudos
realizados em populacdes de diferentes areas geogréaficas tém sido observadas
variacbes entre 10,0% a 16% de deficiéncia de MBL em individuos sadios
(CHRISTIANSEN et al., 1999; KILPATRICK et al., 2003; INANC et al., 2005).

Embora a deficiéncia de MBL tenha sido associada a protegcdo contra
infecgdes causadas por microrganismos intracelulares, neste estudo nao foi possivel
observar tal relacao. Por outro lado, ao se analisar os niveis de MBL com relacéo ao
estadiamento da forma cardiaca, uma associac¢ao positiva entre niveis altos (> 1000
ng/ml) e insuficiéncia cardiaca foi encontrada (p=0,0204; Med = 2.369,0 ng/ml).
Niveis significativamente mais baixos de MBL (Med = 800,0 ng/ml) foram

observados na classe funcional A, onde se encontram pacientes com forma cardiaca
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leve. Deve-se considerar também que as classificagdes funcionais utilizadas para
estadiar o grau de comprometimento da CCC sao algumas vezes falhas. Além de
subjetivas, apresentam baixas sensibilidade e especificidade, pois se baseiam em
dados clinicos, muitas vezes obtidos a partir de relatos do proprio paciente e
interpretacao destes pelo médico. A partir destes resultados, pode-se sugerir que 0s
valores séricos de MBL nao estdo relacionados ao desenvolvimento das formas
clinicas da DC “per se”. Porém, niveis aumentados desta proteina estdo associados
a gravidade da doenca cardiaca, enquanto que niveis diminuidos parecem estar
relacionados a protegcdo contra o desenvolvimento de cardiopatias graves. Em
conclusé@o, estes dados indicam a contribuicdo da MBL em altas concentragbes na
evolugdo da forma cardiaca na DC e, talvez, esta proteina pode ser um bom
candidato a marcador laboratorial prognostico, capaz de indicar o risco de
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em individuos chagasicos.

Os niveis séricos de CRP sabidamente possuem valor prognostico em
cardiopatias nao chagasicas. No presente estudo, observou-se um aumento das
concentracées séricas nos pacientes cardiacos com insuficiéncia cardiaca, em
relagdo ao grupo sem insuficiéncia, poréem esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Somente um estudo investigou a relagcdo dos niveis de CRP na CCC,
no qual uma associagdo positiva entre valores aumentados da proteina e a
gravidade da forma cardiaca foi observada (LOPEZ et al., 2006). No referido estudo,
os autores sugerem o uso da CRP como marcador prognéstico da CCC. Entretanto,
€ importante ressaltar que foram avaliados apenas 64 pacientes e 20 controles, além
de nao ter sido utilizada a dosagem ultra-sensivel da CRP.

Embora tenha ocorrido um aumento gradativo dos niveis de CRP com a idade
dos individuos, ndo foi evidenciada diferenga estatisticamente significativa com
relacdo a faixa etaria dos pacientes. Também ndo se observou diferenca nas
concentracbes de CRP entre os sexos nas diferentes formas clinicas da DC.
Entretanto, deve-se considerar a redugdo do numero amostral ao estratificar os
pacientes em diferentes grupos. Sendo assim, estudos futuros com maior nimero
amostral fazem-se necessarios para confirmar estes resultados. Por fim, como
observado em outros estudos onde investigou-se a correlagdo entre os niveis
séricos de MBL e CRP (CARVALHO et al, 2007), nao evidenciou-se
interdependéncia entre as concentragdes séricas dessas proteinas. E provavel,

portanto, que os niveis aumentados de MBL neste estudo devam-se primariamente
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a producdo determinada pela genética dos individuos, apesar da sua importante

contribuicao no processo inflamatério caracteristico da CCC.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que aproximadamente 50% dos individuos infectados pelo T. cruzi
permanecem indefinidamente na forma clinica indeterminada. Apesar de estes
individuos apresentarem em geral bom progndstico, a cada ano cerca de 2 a 5 %
evolui para algumas das formas sintomaticas da doencga. O periodo compreendido
entre a infecgdo e o aparecimento da doenga sintomatica pode variar de cinco a
vinte anos e o 6rgao mais importante acometido é o coracdo. Em cinco ou dez anos,
cerca de um terco dos individuos chagasicos irdo desenvolver algum tipo de
cardiopatia. A maioria deles apresentara cardiopatia leve, mas alguns pacientes irdo
progredir para formas graves, incluindo a insuficiéncia cardiaca (ROSSI; MENGEL,
1992; RIBEIRO; ROCHA, 1998).

Ha muitas controvérsias sobre os fatores que influenciam a evolugao clinica
da DC, j& que alguns pacientes apresentam formas graves enquanto outros
permanecem assintomaticos por toda a vida (RIBEIRO; ROCHA, 1998). A
patogénese da DC é bastante complexa, sendo que diferentes fatores podem
influenciar na infeccédo propriamente dita e na evolugédo da doenca. Existem algumas
evidéncias de que a variabilidade na resposta do hospedeiro a infecgéao pelo T. cruzi
pode ser determinada por fatores genéticos do parasita (VAGO et al., 2000), mas
esta claro que a resposta imune do hospedeiro é um fator determinante no
estabelecimento da infeccdo e na evolucdo da DC (YASUDA, 2000; DUTRA;
ROCHA; TEIXEIRA, 2005).

Os dados obtidos neste estudo mostram uma relagdo significativa entre a
concentracao sérica da MBL e a progressao da cardiopatia na DC. Observou-se que
0s pacientes pertencentes aos grupos B1, C e D da classificacdo funcional de IC,
apresentaram medianas bastante aumentadas em relagdo ao grupo A, no qual o
ECG alterado constitui a Onica alteragdo clinica desses pacientes. Niveis
aumentados de MBL parecem estar relacionados, portanto, com o desenvolvimento
de formas cardiacas mais graves e podem constituir um importante mediador do
processo inflamatério envolvido na CCC. Altos niveis de MBL circulantes podem

levar a sua deposicdo no miocardio e ativagdo do complemento, aumentando a
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injuria tecidual e contribuindo para o desenvolvimento da IC. Tais evidéncias indicam
que a avaliacdo da concentracao sérica de MBL em pacientes chagéasicos pode ser
uma ferramenta util na rotina ambulatorial, como marcador prognéstico, capaz de
auxiliar no monitoramento clinico dos pacientes, permitindo a identificacao dos casos
de risco, possibilitando intervengbes precoces e auxiliando na determinagdo da
terapéutica adequada. Sendo assim, os niveis de MBL poderiam ser utilizados como
marcadores auxiliares na prevengcdo de complicagdes proprias da doenga e no
acompanhamento das formas clinicas mais graves, contribuindo tanto na melhoria
de qualidade de vida dos pacientes como diminuindo custos com saude publica.
Entretanto, o desenho de estudo utilizado ndo nos permite afirmar que estes
marcadores precedem a progressado da doenca. Um estudo de coorte prospectivo
longitudinal seria necessério para essa finalidade. Porém, os resultados deste
trabalho confirmam a necessidade de se estabelecer novas diretrizes para o
estadiamento dos pacientes chagasicos, bem como direcionar estratégias
terapéuticas que possam modificar o prognéstico e aumentar a sobrevida destes
pacientes, ao invés da atual conduta passiva, aguardando-se a instalacdo da
cardiopatia.

A terapia de reposicao utilizando MBL, derivada de plasma ou recombinante,
tem sido apontada como uma alternativa para modificar a histéria natural de
doencas cronicas (GUPTA; GUPTA; HAJELA, 2008). GARRED et al. (2002)
demonstraram o papel modificador da terapia com MBL na fibrose cistica. Da
mesma forma, um painel de novos anticorpos monoclonais inibitorios tem sido
desenvolvido para inibir a ligacdo da MBL e a ativacdo da via das lectinas (ZHAO et
al., 2002). A terapia anti-MBL poderia ser utilizada em estudos com modelos
experimentais da DC e eventualmente, seu uso poderia ser explorado em estudos
clinicos com pacientes chagasicos alto produtores de MBL. Além disso, drogas que
interfiram na ativagdo da via das lectinas talvez sejam uteis para proteger individuos
da excessiva ativagdo do complemento e prevenir 0s consequentes danos teciduais
na DC.
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7 CONCLUSOES

e As concentragdes de MBL nos pacientes cardiacos foram estatisticamente
diferentes entre as classes funcionais (p = 0,0041), sendo que niveis elevados
de MBL associaram-se positivamente com a presenca de insuficiéncia
cardiaca (p = 0,0204).

e As concentragdes de MBL apresentaram-se significativamente elevadas nos
pacientes do sexo masculino em relagdo ao sexo feminino (p = 0,0396) e nos
pacientes afrodescendentes e miscigenados, em relagdo aos controles
saudaveis (p = 0,0441).

e QOcorreu um aumento crescente das concentracdes de MBL de acordo com a
faixa etéria nos pacientes totais (p = 0,0115) e cardiacos (p = 0,0270).

e Ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas nas
concentracoes de CRP entre as diferentes formas clinicas, classes funcionais,
sexo, idade ou etnia dos pacientes.

e Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas quanto as
concentragbes de MBL entre pacientes totais ou nas diferentes formas
clinicas da DC em relagé@o aos controles saudaveis.

e Nao houve correlagao entre os niveis séricos de MBL e CRP nos pacientes

totais ou nas diferentes formas clinicas.
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CODIFICACOES

Para “SEXQO™:

Para “ETNIA”

Para “DOENGCA”

1 = masculino

2 = feminino

1 = euro-brasileiro
2 = miscigenado

3 = afrodescendente

1 = indeterminada
2 = cardiaca

3 = digestiva

4 = associada
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APENDICE 1 - PLANILHA DE DADOS DE PACIENTES
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N CODIGO SEXO | IDADE |[ETNIA DOENCA MBL CRP
(Classe Funcional) (ng/ml) | (mg/dl)

1 |DC0O01JAM M 61 1 4(D) 1285 0,35
2 |DC002ND M 49 1 2(C) 7214 0,11
3 |DCO03EFL F 51 1 1 1025 <0,08
4 |DCO04RS F 56 2 4(C) 2119 0,34
5 |DCO05JRF M 63 1 2(C) 6379 1,84
6 |DCO06MPA M 63 1 4(B1) 89 <0,08
7 |DCO07MFA M 52 1 2(C) 2422 0,10
8 |DC0O08JMS M 52 1 2(C) 2448 0,27
9 |DC0O09JMS M 64 1 2(C) 5128 <0,08
10 |DCO10AMN F 73 1 2(C) 6016 0,48
11 |DCO11MCF F 52 1 1 134 0,46
12 |DC013JTS F 53 1 1 143 0,70
13 |DC014VMZ M 34 2 2(B1) 83 <0,08
14 |DCO15ASL F 57 1 1 1192 0,21
15 |DCO16MN F 50 1 1 2170 <0,08
16 IDCO18AS F 60 1 1 641 1,16
17 |DC019CCS F 43 1 1 2330 2,10
18 |DCO20MEL F 47 1 1 2812 <0,08
19 |DC021CSP F 54 1 1 1170 0,38
20 |DC022LFM F 59 1 2(A) 232 0,55
21 |DC023VT M 52 1 2(D) 2369 3,66
22 |DC024AAS M 64 1 1 127 0,26
23 |DC025JLO M 51 3 2(A) 74 0,89
24 |DC026JCD M 62 1 1 2012 0,33
25 |DC027MDS M 71 1 2(C) 2651 4,25
26 |DC028ABA M 48 1 2(C) 911 <0,08
27 |DC029JPS M 63 1 3 5465 0,31
28 |DCO30MFP F 50 1 2(B1) 248 1,43
29 |DC031RL M 55 1 4(C) 2529 0,34
30 |DC032AR M 61 3 2(A) 282 0,15
31 |DCO33AMP F 43 1 2(C) 368 0,09
32 |DC034IML F 57 1 2(C) 1219 0,13
33 |DCO35EO M 58 2 1 1451 0,27
34 |DC036BR M 55 1 1 1014 <0,08
35 |DCO37NR F 57 1 3 224 0,19
36 |DC0O39COM F 52 1 1 130 0,22




90

N CODIGO |SEXO | IDADE [ETNIA| DOENCA MBL CRP
(Classe Funcional) (ng/ml) (mg/dl)
37 |DCO40PNF F 60 1 1 1399 0,23
38 |DCO41MT F 44 1 3 1865 0,09
39 |DCO42MHF F 58 1 1 1097 1,90
40 |DC043JCM M 67 1 2(C) 1488 0,75
41 |DC044FCM M 53 1 1 885 0,10
42 |DCO45MAS F 49 1 1 1460 0,15
43 |DC046AMO F 55 1 1 330 0,10
44 |DC0O48LRS M 62 1 1 1381 0,52
45 |DC0O49NRS F 52 1 1 2552 0,70
46 |DCO50AFS M 50 3 2(A) 645 <0,08
47 |DC05108 M 67 1 2(C) 5172 0,21
48 |DC052JAN F 73 3 2(C) 1269 1,00
49 |DCO53MAL M 49 1 2(C) 1474 0,20
50 |DCO54ALS M 65 1 2(C) 2803 0,77
51 |DCO55RMR F 50 1 4(C) 327 0,58
52 |DCO56EM F 49 3 4(C) 1559 0,76
53 |DCO57EC F 53 1 1 69 0,20
54 |DCO58MRM F 44 1 1 637 1,44
55 |DCO59ECF M 55 1 1 1314 0,45
56 |DCO6OWRC M 66 1 4(C) 1830 0,52
57 |DC061MRS F 53 1 2(C) 121 0,63
58 |DCO62IFM M 54 1 2(B1) 1422 2,25
39 |DCO63MRC M 64 1 1 67 0,81
60 |DC064JCD M 40 1 1 726 0,49
61 |DC0O65CA M 51 1 2(A) 358 0,15
62 |DC0660OH F 53 1 1 122 0,71
63 |DC067ABC M 53 1 3 310 0,17
64 |DC068JAB M 63 1 2(C) 76 <0,08
65 |DCO69MRK F 58 1 1 1859 1,64
66 |DCO70PCA M 59 1 1 2464 <0,08
67 |DCO71MGC F 69 1 1 1904 0,23
68 |DC072DCV F 51 1 4(A) 325 0,22
69 |DC073NMR F 56 1 1 562 0,66
70 |DC074ISS F 42 1 1 356 0,29
71 |DCO75JMP M 56 1 2(B1) 506 0,19
72 |DC076JSO F 64 1 2(C) 1420 2,42
73 |DCO77VST F 61 1 1 661 0,34
74 |DCO78SPL M 50 1 2(A) 615 0,96
75 |DCO79VLC M 46 1 2(B1) 1192 <0,08
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N | CODIGO [SEXO]IDADE |[ETNIA] DOENCA MBL CRP
(Classe Funcional) (ng/ml) (mg/dl)

/6 |DCO8OAC M 60 1 1 342 0,49
77 |DC081MRP M 65 1 2(C) 996 0,52
78 |DC0820S F 51 3 2(C) 600 <0,08
79 |DCO83VAP M 57 1 2(C) <50 0,96
80 |DC084MMP F 43 1 2(C) 800 0,11
81 |DC085HKB F 59 1 1 2200 0,30
82 |DCO86MAA F 81 1 3 <50 0,18
83 |DCO87MSS M 51 2 4(C) 4400 0,09
84 |DC0O89AAB M 64 3 2(C) 5150 0,36
85 |DCO90CLA F 54 1 4(B1) 5600 <0,08
86 |DC092AJO F 49 3 2(B1) 2700 0,10
87 |DC093GRA F 61 1 2(C) 4400 0,34
88 |DC094JPP F 74 1 1 3200 -
89 |DC095WVS M 72 1 4(C) 5500 -
90 |DC096MBS M 63 1 2(B1) 4200 1,51
91 |DC097MDB F 54 1 3 3600 -
92 |DCO98NTO F 42 1 1 <50 -
93 |DC099VRC F 51 1 1 1500 -
94 |DC100MJS M 70 2 3 4700 -
95 |DC101MLB F 65 2 1 <50 -
96 |DC102JBS M 50 1 4(B1) 5100 -
97 |DC103MVA F 45 1 1 <50 -
98 |DC104JA M 78 1 2(B1) 2050 1,34
99 |DC105J0 M 50 1 1 2800 3,77
100 IDC1060RN F 68 1 4(B1) 2600 -
101 |DC107RAB F 36 3 3 1900 -
102 |DC108CH F 55 2 3 3100 -
103 |DC109JCC M 59 1 1 3400 -
104 |DC110CMC F 57 1 2(C) 600 0,55
105 |DC111MBF F 51 1 3 2100 -
106 |DC112MFC F 53 1 2(B1) <50 0,10
107 |DC113FA F 53 1 1 90 -
108 |DC114FAS M 56 2 1 105 -
109 |DC115IFS F 55 1 3 1005 -
110 IDC116JRS M 71 1 3 79 -
111|DC117LDP F 62 1 2(B1) 3800 0,15
112 DC118MRR F 55 1 4(A) 500 -
113 |DC119JH M 76 1 1 5600 -
114 | DC120JRA M 57 1 2(C) 5600 0,13
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N | CODIGO [SEXO]IDADE |[ETNIA] DOENCA MBL CRP
(Classe Funcional) (ng/ml) (mg/dl)
115|DC121AJC M 34 1 1 4500 -
116 |DC122CAO F 60 1 3 3200 -
117 |DC123JA M 55 2 4(A) 3700 -
118 |IDC124MIS F 49 1 2(B1) 4800 0,09
119 |DC125SPN M 85 1 2(B1) 3500 -
120 |DC126RSL M 49 3 2(C) 5250 -
121 |DC128MD M 73 1 4(C) 3700 -
122 |DC129PMS M 55 1 1 600 -
123 |DC131AVB M 48 1 2(C) <50 -
124 |DC132ER M 69 1 4(B1) 2400 -
125 |DC133MAD F 47 1 3 700 -
126 |DC134CB M 37 1 4(A) <50 -
127 |DC136PSR M 66 1 1 5600 -
128 |DC137CMB M 40 1 1 3700 -
129 |DC138MIR F 52 1 2" 5600 -
130 |DC139JP M 38 1 1 600 -
131 |DC140ACD F 42 1 1 <50 -
132 |DC1411AS F 47 1 1 <50 -
133 |DC142JPT M 43 1 1 600 -
134 |DC143MSR F 67 1 1 <50 -
135 |DC144MFP F 61 2 3 600 -
136 |DC145AGS F 90 2 2(C) 3000 -
137 [DC146ANP F 62 2 1 5400 -
138 |DC147MCS M 64 2 1 3600 -
139 |DC148RGP F 62 1 1 4700 -
140 IDC150SFM F 43 1 1 1600 -
141 |DC151ISF F 46 1 4(A) 700 -
142 \DC152AAF F 61 2 2(B1) 800 -
143 |DC153N0OS F 57 1 1 1100 -
144 \DC154CSN F 54 1 1 1800 -
145 |DC155MAL F 57 1 2(C) 2500 -
146 IDC1561VP M 53 1 1 3000 -
147 |DC157BFR F 52 2 1 3300 -
148 IDC158DAC F 60 1 2(C) 3500 -
149 IDC159NMS F 60 2 2(B1) 3300 -
150 |DC160JFS M 58 2 2(B1) 4200 -

NOTA: * ECG normal (n&o foi possivel utilizar a classificagéo funcional)
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N CODIGO | IDADE | SEXO | ETNIA (r:‘g'?n';l) (n?;';,)
1 Y 50 1 2 1100 _
5 oM 42 > 1 280 _
3 3M 34 2 1 3500 _
4 4M 19 2 1 500 _
5 5M 29 1 1 3500 _
5 M 52 1 1 3600 _
7 7M 70 1 1 1400 _
3 M 51 1 1 480 _
9 9M 54 1 3 4500 _
10 10M 26 1 1 250 _
11 1M 20 1 1 550 _
12 12M 75 1 2 350 -
13 13M 41 1 2 4500 _
14 14 M 33 1 1 <50 =
15 15 M 37 1 1 3100 _
16 16 M 29 1 1 4000 _
17 17 M 45 2 1 3500 _
18 18 M 31 1 1 2000 _
19 19M 51 1 1 800 _
20 20 M 78 2 1 400 _
21 21 M 25 2 1 3500 _
22 22 M 41 2 1 4200 _
23 23 M 37 2 1 780 _
24 24 M 49 2 2 4500 _
25 25 M 27 2 2 350 _
26 26 M 61 2 1 640 _
27 27 M 41 2 1 <50 _
28 28 M 63 2 1 600 _
29 29 M 57 2 2 2050 _
30 31 M 45 2 2 <50 _
31 32 M 52 2 2 <50 _
32 33 M 49 2 1 1100 _
33 34 M 50 2 1 980 —
34 37M 55 2 1 <50
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N CODIGO | IDADE | SEXO | ETNIA (r"\g'?r:"l) (n?;z,)
35 38 M 48 2 2 2100 _
36 39 M 50 2 1 400 _
37 40 M 51 2 1 2600 _
38 41 M 64 2 1 1700 _
39 42 M 68 2 1 2500 _
40 43 M 26 2 1 1700 _
41 44 M 60 2 1 370 -
42 45 M 56 2 2 450 _
43 46 M 40 2 1 650 _
44 47 M 56 2 2 1500 _
45 48 M 39 2 1 1400 _
46 49 M 28 2 1 370 -
47 50 M 49 2 1 2800 _
48 51 M 40 2 1 1800 _
49 52 M 37 2 1 2500 _
50 53 M 31 2 1 1200 _
51 54 M 52 2 1 3200 _
52 55 M 51 2 1 400 _
53 56 M 36 2 1 <50 _
54 57 M 41 2 3 450 _
55 58 M 38 2 3 600 _
56 59 M 59 2 1 2500 _
57 60 M 52 2 1 1800 _
58 62 M 59 2 1 700 =
59 63 M 52 2 1 400 _
60 64 M 38 2 1 70 =
61 65 M 30 2 1 1900 _
62 66 M 54 2 1 2600 _
63 67 M 35 1 1 <50 =
64 68 M 54 2 1 5000 _
65 69 M 37 1 1 <50 _
66 70M 46 2 1 6000 _
67 71M 30 2 1 3000 _
68 72M 47 1 1 5800 _
69 73 M 42 1 1 6200 _
70 74M 59 1 1 1600




95

N CODIGO | IDADE | SEXO | ETNIA (r"‘g'?n';l) (n?;zl)
71 75 M 42 2 i 1600 ~
72 76 M 45 2 1 <50 ~
73 77M 58 2 1 <50 -
74 78 M 51 2 1 <50 B
75 79 M 33 i i 5000 ~
76 80 M 32 2 i 6200 ~
77 8T M 43 1 i 4600 ~
78 82 M 30 2 z 4600 ~
79 83 M 33 i i 5000 ~
80 84 M 69 2 i 6200 B
81 85 M 57 2 i 2800 B
82 86 M 38 i z <50 B
83 87 M 51 2 i <50 B
84 88 M 33 i i <50 B
85 89 M 32 2 1 2100 B
86 90 M 41 2 1 250 B
87 9T M 42 i i 4800 ~
88 92 M 32 2 i 2200 B
89 93 M 54 z i 1700 B
90 94 M 41 2 1 4800 B
91 9% M 42 i i 3800 ~
92 96 M 58 2 1 4100 B
93 97 M 51 2 i 4800 B
94 98 M 30 2 2 <50 B
95 99 M 42 1 1 =50 B
96 00 M 45 2 i <50 B
97 101 M 32 2 i 2200 B
98 | 500705A | 20 2 i 44.4 B
99 500606A | 22 2 i 2715 B
100 | 508306A | 23 i i 8077 B
101 | 510006 A | 41 i i 1471 B
102 | 509905A | 27 1 1 1520 B
103 | 509805 A| 44 1 1 742.8 B
104 | 509505A | 49 i i 2035,0 ~
105 | 508805A | 51 i 3 408.7 B
106 | 508006 A | 50 1 i 1567
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N CODIGO | IDADE | SEXO | ETNIA (r"‘g'?n';l) (n?;Zn
107 | 506006 A | 58 1 1 3016 ~
108 | 494405 A | 51 1 1 18.6 B
109 | 492905A | 54 1 1 996.6 ~
110 | 491305A | 53 1 1 2010,5 ~
111 | 480205 A | 51 1 1 268.1 B
112 | 473905 A | 52 1 1 725.6 -
113 | 473805 A | 54 1 1 2051 -
114 | 466905 A | 57 1 1 1887 B
115 | 466005A | 51 1 1 2501 B
116 | 462705 A | 52 1 1 2488 ~
117 | 462205 A | 51 1 1 1517 B
118 | 459505 A | 53 i i 629.5 ~
119 | 459205 A | 51 i i 64,5 ~
120 | 458905A | 55 i i 2271 B
121 | 457905 A | 55 i i <50 ~
122 | 456905 A | 52 1 1 2013 ~
123 | 454205 A | 54 1 1 <50 ~
124 | 452506 A | 56 i i 2276 B
125 | 452305A | 58 1 1 6969 B
126 | 448405 A | 53 i i 1649 ~
127 | 446605 A | 50 i i 717 B
128 | 446506 A | 57 i i 1133 ~
128 | 445905 A | 52 i i 1048 ~
130 07 CN 69 i 3 689.8 ~
131 02 CN 55 i 3 1015 ~
132 03 CN 72 1 3 547.7 B
133 04 CN 49 i 3 <50 ~
134 05 CN 67 i 3 <50 ~
135 06 CN 75 1 3 1119 B
136 07 CN 52 i 3 776 ~
137 08 CN 67 i 3 532 ~
138 09 CN 67 1 3 <50 ~
139 10 CN 57 i 3 3006
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APENDICE 3 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGCA DE CHAGAS E
CONTROLES NORMAIS DE ACORDO COM O SEXO

PACIENTES CONTROLES
SEXO . p
NUMERO % NUMERO %
MASCULINO 70 46,7 68 48,9
FEMININO 80 53,3 71 51,1
TOTAL 150 100 139 100

APENDICE 4 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGA DE CHAGAS E
CONTROLES NORMAIS DE ACORDO COM O GRUPO ETNICO

, PACIENTES CONTROLES
GRUPO ETNICO . ,
NUMERO % NUMERO %
EURO-BRASILEIRO 137 78,29 87 79,09
MISCIGENADO 13 7,43 8 7,27
AFRODESCENDENTE 23 13,14 14 12,73
TOTAL 175 100 110 100

APENDICE 5 - DISTRIBUIGAO DOS PACIENTES CHAGASICOS DE ACORDO
COM A FORMA CLINICA DA DOENCA

] PACIENTES
FORMA CLINICA DA DOENCA
NUMERO %
INDETERMINADA 62 41,33
CARDIACA ISOLADA 54 36
DIGESTIVA 15 10
ASSOCIADA 19 12,67

TOTAL 175 100
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APENDICE 6 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM DOENGCA DE CHAGAS E
CONTROLES NORMAIS DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

PACIENTES CONTROLES
FAIXA DE IDADE , ,
NUMERO % NUMERO %
19 A 44 ANOS 17 11,33 54 38,85
45 A 60 ANOS 87 58,00 71 51,08
ACIMA DE 60 ANOS 46 30,67 14 10,07
TOTAL 150 100,00 139 100,00

MEDIANA 55 (34 a 90 anos) 50 (19 a 78 anos)
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