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ASSOCiacado do Aldtipo Raro C4A6 do Sistema Complemento
com a Doenca Cardiaca Reumatica®™”

Associgtion of the C4A6 Rare Allotype with Rheumatic Heart Disease

lara Jose de Messias-Reason”, Ednéia CavalcantiV e Sebastiio Cézar Radominski®

RESUMO

Objetivo: determinar se os alétipos do Fator B (BF), C2 e C4
(C4A e C4B) do sistema complemento poderiam ser marcadores
para a doenga cardiaca reumitica (DCR) na populagio brasileira.
Métodos: foram estudados 49 pacientes com DCR cronica. Os con-
troles incluiram 65 individuos saudaveis, nio aparentados, pareados
com a amostra dos pacientes de acordo com o sexo, idade e grupo
racial. Os alétipos de BF, C2, C4A e C4B foram determinados por
técnicas-padrio, incluindo Western blot para a determinagio das
variantes de C2 e C4, utilizando-se anticorpos monoclonais e
policlonais. Resultados: este estudo demonstrou um significante
aumento do alelo raro C4A*6 (p=0,003 RR=11,85) e diminui¢io
de C4A*3 nos pacientes, quando comparados com os controles.
Além disso, alelos nulos de C4 e raros de C4 e BF foram observados
com maior freqiiéncia nos pacientes. Conclusdes: considerando-se
que foram avaliados somente pacientes com DCR, mais estudos
serdo necessarios para que se possa esclarecer se o alelo C4A6 pode
ser um marcador da forma cardiaca ou da prépria doenga.

Palavras-chave: complemento, variabilidade alotipica, doenca
cardiaca reumaitica, febre reumatica.

INTRODUGAO

Embora a prevaléncia e a gravidade da febre reumadtica
(FR) tenham diminuido consideravelmente nas dltimas
décadas na América do Norte e Europa, esta doenca con-
tinua a ocorrer em propor¢io epidémica em muitos paises
em desenvolvimento, incluindo o Brasil. Aproximadamente
30% dos pacientes com FR desenvolvem a forma cardiaca

ABSTRACT

Objective: to determine whether the allotypes of complement
proteins Factor B (BF), C2, C4A and C4B could be markers of
rheumatic heart disease (RHD) in the Brazilian population.
Methods: forty-nine patients with chronic RHD were studied.
The controls included 65 healthy individuals, matched with
the patients according to sex, age and ethnical background.
BF, C2, C4A and C4B allotypes were studied by standard
techniques including Western blots for C2 and C4 variants
with monoclonal and polyclonal antibodies. Results: this study
showed a significantly elevated frequency of the rare C4A6
allotype (p=0.03 RR=11.85) and a decrease of C4A3 in the
patients when compared to controls. In addition, C4 null and
BF and C4 rare allotypes were more frequent in patients than
in controls. Conclusions: considering that only RHD patients
were included, further investigations are necessary in order to
clarify whether C4A6 may be a marker of the cardiac form or
of the disease itself.
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(DCR), que constitui a mais importante e séria manifestacio
da doenca. No Brasil, de acordo com dados oficiais do
governo, em 1990 aproximadamente 40% das cirurgias
cardiacas foram realizadas para corrigir seqiielas cardiacas
causadas pela DCR, representando um grave problema de
sauide neste pais.

Embora haja evidéncias de que uma potencial causa da
FR e da DCR seja uma resposta imune anormal a uma
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infeccio estreptocdcica, os mecanismos precisos envolvidos
na sua patogénese ainda nio sio bem conhecidos®. Virios
estudos apontam a influéncia genética na susceptibilidade
da FR e da DCR?. Além da influéncia familiar®®, asso-
clacOes significantes tém sido encontradas em diferentes
populacdes, especialmente com antigenos da classe II do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC)®.
Virios estudos demonstram significante associagio entre
diferentes al6tipos do complemento e doencgas autoimunes
e infecciosas, tais como artrite reumatéide, esclerose mal-
tipla, lipus eritematoso sistémico, doenga de Chagas e
hanseniase®'?. Os componentes do complemento C2, fator
B (BF) e C4 estio entre as proteinas codificadas pela regiio
da classe 1II do MHC. O C4 consiste em duas isoproteinas
designadas como C4A e C4B, codificadas por dois loci
interligados; BF e C2 sio codificados por apenas um gene('?.
A proteina BF ¢ essencial na ativagio da via alternativa do
complemento, enquanto que C2 e C4 constituem a prin-
cipal enzima ativadora de C3 da via classica. Conseqiien-
temente, estes componentes desempenham um importante
papel na ativacio do complemento e na geracio das subse-
quientes atividades bioldgicas mediadas por este sistema,
tanto na resposta imunoldgica quanto nas reacdes infla-
matérias. Neste estudo investigou-se se os alétipos de BF,
C2 e C4 poderiam ser marcadores para a DCR na populacio
brasileira.

PACIENTES E METODOS

Foram estudados 49 pacientes atendidos pela clinica de
Reumatologia e Cardiologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parani (UFPR), com doenca
valvar cardiaca reumadtica, apresentando histéria prévia
de FR. O envolvimento cardiaco foi baseado em achados
clinicos e laboratoriais, comprovados através de radiografia
do térax, eletrocardiografia, ecocardiografia, e, em alguns
casos, cateterismo. Entre os 49 pacientes, 23 eram homens
e 26 mulheres, com idade entre 13 e 50 anos (média de
24 anos). Desse total, 43 (88%) eram de origem
caucaso6ide, 5 (10%) eram mulatos e 1 (2%) era negro.
Como controles, foram analisados 65 individuos saudaveis
nio aparentados (28 mulheres e 37 homens), com idade
entre 18 e 54 anos (média de 28,8 anos). O grupo controle
foi pareado com os pacientes de acordo com a origem
étnica, sendo 57 (88%) deles caucasdides, 6 (9%) mulatos
e 2 (3%) negros. Este trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica de Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de
Clinicas da UFPR.
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Soro — Foram coletados 10 ml de sangue venoso de cada
individuo, apds consentimento informado. Depois de
coaguladas, as amostras foram centrifugadas a 4°C e o soro
dividido em aliquotas e armazenado a -70°C, até serem
utilizadas.

Alotipagem do complemento — A tipagem de BF foi
realizada através de eletroforese de alta voltagem em gel
de agarose (HVAGE) e imunofixacdo com anticorpo anti-
BF humano (Atlantic Antibodies, Scarborough, ME, USA),
de acordo com Geserick et al.'™. A tipagem de C2 foi
executada utilizando-se focaliza¢io isoelétrica, seguida por
teste hemolitico funcional de acordo com Alper!™ e por
Western Blot como descrito por Uring Lambert et al.(.
A tipagem de C4A e C4B foi determinada em plasma com
EDTA, tratado com neuraminidase e carboxipeptidase B
(Sigma, St Louis, MO, USA). Apds eletroforese de alta
voltagem (HVAGE), os alotipos de C4A e C4B foram deter-
minados por imunofixa¢io com anti-C4 humano (Atlantic
Antibodies) e teste hemolitico!"”. Para a defini¢io de alguns
alelos, foram empregados eletroforese prolongada em gel
e Western blot, usando anticorpos monoclonais especificos
contra alelos de C4A e C4B!"7!'¥. A estimativa de alelos nio
expressos de C4A e C4B foi feita por avaliagio semiquan-
titativa das placas de eletroforese e pelo método MASC
(qui-quadrado minimo)®* 29,

RESULTADOS

A distribuigio dos alétipos de BF e de C2 entre os pacientes
de DCR e o grupo controle nio apresentou nenhuma
diferenca estatisticamente significante (Figuras 1 e 2). O
alétipo SO7 foi observado em dois pacientes (4,4%) no
fendtipo SSO7, e em um individuo controle (1,5%) no
tenétipo FSO7. O outro alétipo incomum BFF1 foi obser-
vado em um individuo controle no fenétipo F1S. Além
dos alétipos comuns C2C e C2B, nenhum outro alétipo
de C2 foi observado nos pacientes e controles.

Com relacdo a distribui¢do dos alétipos de C4A e C4B,
foram observadas duas duplica¢cdes no locus C4A, uma em
um paciente e outra em um controle: C4A 3,12,1 e C4A
4,3,2 respectivamente (Figuras 3 e 4). Os aldtipos raros
C4B28 e B6 estavam presentes em dois diferentes pacientes,
enquanto o B22 estava presente em um individuo controle.
No locus C4A foi observada a diminui¢io de C4 A3 nos
pacientes (p=0,03 RR=0,3), entretanto este nimero nio
foi significante apds corre¢do para o nimero de alelos
observados. Por outro lado, o alétipo raro C4 A6 esteve
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significativamente aumentado nos pacientes (6/44; 13,6%)
quando comparados aos controles (0/65; p=0,003
RR=11,85). Além disso, o alétipo raro C4A5 esteve pre-
sente em um individuo controle. As freqiiéncias de alelos
de C4 nio expressos (A*QO e B*QO) foram mais elevadas
entre os pacientes (AQ0=14/44; 31,8% e BQ0=13/44;

29,5%) quando comparadas com as dos controles (AQ0=14/
65; 2,01% e BQ0=13/65; 20,0%), entretanto estes valores
nio foram estatisticamente significantes. Deficiéncia homo-
zigdtica para o locus C4A foi observada em um paciente e
em um controle, enquanto que para o locus C4B foi
observada em um paciente.
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Ficura 1 — Freqiiéncia dos alétipos de BF nos pacientes com DCR e nos
controles normais. Todos os aldtipos de BF ndo mostraram diferenca
estatisticamente significante (p>0,05).
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Ficura 2 — Freqiiéncia dos al6tipos de C2 nos pacientes com DCR e nos
controles normais. Nao houve diferenca estatisticamente significante na
frequiéncia dos al6tipos de C2 entre pacientes e controles (p>0,05).
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Ficura 3 — Freqiiéncia dos al6tipos de C4A nos pacientes com DCR e nos controles normais. DA=alelo duplicado; Q0=alelo nulo; *p=0,003; RR=11.85.
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Ficura 4 — Freqiiéncia dos aldtipos de C4B nos pacientes com DCR e nos controles normais. DB=alelo duplicado; Q0=alelo nulo; p=ns para todos os alelos de C4B.

DISCUSSAO

Acredita-se que a FR seja desencadeada por uma resposta
imunoldgica anormal, contra antigenos do estreptococo do
grupo A, em individuos geneticamente suscetiveis. O fato
de somente um pequeno nimero de individuos expostos a
estes microorganismos desenvolverem a FR ou a DCR aponta
para a existéncia de mecanismos naturais de resisténcia a
doenca em individuos com resposta imunoldgica eficiente.
Paralelamente, a diversidade nas manifestacoes clinicas sugere
o envolvimento de virios fatores na susceptibilidade da
doenga, tais como fatores genéticos, sociais ¢ econdmicos,
além daqueles relacionados com a viruléncia do estreptococo.

Apds achados de estudos epidemioldgicos e imuno-
légicos, sugerindo que a doencga se manifeste em pessoas
predispostas, virios investigadores tém procurado estabe-
lecer uma associacio entre distintos marcadores genéticos
e a FR/DCR®). Um dos achados mais interessantes foi o
aumento significante do antigeno D8/17 dos linfécitos B
em pacientes com FR, o qual se mostrou fortemente asso-
ciado a doenca em diferentes populacdes®!-2,

Durante os dltimos 30 anos, varios estudos tém analisado
a associagio dos antigenos do MHC com a FR. Estudos
iniciais investigaram diferentes antigenos da classe 1®27,
Entretanto, associacdes significantes foram demonstradas

com os antigenos da Classe Il em grupos raciais distintos®.
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Os significantes achados relacionados com os antigenos DR
tém sugerido que outros genes de susceptibilidade, situados
préoximos desta regido do MHC, poderiam estar envolvidos
na resposta imune anormal contra os antigenos estrepto-
c6cicos. Em razio da proximidade dos genes da classe 111
do complemento a esta regiio do MHC e a significante
associacdo de diferentes alétipos do complemento com
doencas auto-imunes descrita na literatura, a variabilidade
alotipica destes componentes foi determinada num grupo
de pacientes com DCR e controles.

No presente estudo, foi observada uma associacio
estatisticamente significante do alelo raro C4A*6 com a
DCR. Além disso, a presenca de alelos nulos de C4 e outros
alelos raros de BF e C4 foi mais freqiientemente observada
nos pacientes do que no grupo controle. Embora a presenca
de C4A*6 nio tenha ocorrido na maioria dos pacientes
investigados, sua freqiiéncia foi significantemente maior
quando comparada ao grupo controle (p=0,003 RR=11,85)
e com a populacio sul brasileira® (13,63% vs 3,48%). E
possivel que o alétipo C4A*6 seja relevante para um sub-
grupo de pacientes com DCR. Além disso, a maior fre-
qiiéncia de outros alotipos raros de C4 e de BF nos pacientes
pode sugerir um papel imunogenético dos aldtipos raros
do complemento na DCR.

O sistema complemento é um dos primeiros mecanismos
de defesa do hospedeiro e ocupa um importante papel tanto
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na opsoniza¢gio quanto na lise de membranas celulares de
patégenos, além de atuar como um sistema efetor de
anticorpos. Recentemente, Saeland et al.® demonstraram
que o complemento tem um papel central na protecio
mediada por anticorpos contra a infec¢io pelo Streptococcus
pneumoniae “in vivo”. Estreptococos reumatogénicos
apresentam mecanismos de evasio a atividade litica do
complemento, através da aquisicio de moléculas regulatdrias
do hospedeiro como fator H e proteina ligante de C4b®.
Além disso, diferentes cepas secretam proteinas/enzimas que,
além de inibir a ativagio do complemento, inibem a
quimiotaxia e ativagdo fagocitiria induzida por produtos de
ativacio do complemento, como C5a e C3a®. As proteinas
BF, C2 e C4 ocupam um papel essencial nas primeiras etapas
da ativa¢io do complemento e na subseqiiente opsonizacio,
transporte e solubilizacio de complexos imunes®. Sabe-se
que diferentes alotipos de BF, C2 e C4 apresentam diferencas
em suas atividades funcionais ou em seus niveis plasmaticos.

A associagio de doengas com alelos silenciosos e raros
dessas proteinas sugere possivel diferenca funcional entre
os alétipos na acio do complemento contra agentes

infecciosos e nas reacdes imunes'*?. Um aumento do alelo
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