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COMPLEMENTO HEMOLITICO TOTAL, C,

CDU 593.161.13
616.937.3-092.9

E TAXA DE CONVERSAO DE C, NAS

FORMAS CARDIACA E INDETERMINADA DA DOENGA DE CHAGAS

M. A. SHIKANAI-YASUDA (1), Z. T. W. SOUZA (2), P. H. YASUDA (3), S. BAUEB (2), E. A.
CASTILHO (4), I. IRULEGUI (4) e C. A. C. VAZ )

RESUMO

Os valores de complemento hemolitico total, C, total (nativo 4 produtos de
degradacdo) e o grau de conversdo de C, nativo foram estudados em dois subgru-
pos de pacientes chagdsicos, nas formas cardiaca e indeterminada, e em um sub-
grupo de individuos néio chagdsicos, clinicamente sadios. Os niveis de C, total e
as taxas de conversdo de C; em seus produtos de degradaciio foram semelhantes
nos trés subgrupos. Os valores de complemento hemolitico total foram estatisti-
camente diferentes nos trés subgrupos (nivel de significancia descritivo p = 0,0757),
tendo sido observada meédia aritmética mais baixa no subgrupo de cardiacos e
mais elevada no subgrupo de controles. Maior amplitude de variacio dos niveis
de complemento hemolitico 'total foi notada no subgrupo de cardiacos, no qual
se encontraram os valores extremos (méximo e minimo), considerando-se todos

0s subgrupos.

INTRODUCGCAO

Ao se analisar um possivel efeito protetor
do complemento “in vivo” contra o Trypanoso-
ma cruzi3’814,15, encontram-se observaces con-
flitantes na literatura, em parte relacionadas
diversidade de cepas tanto de parasitas quan-
to de animais utilizados. CUNNINGHAN &
col.7, estudando camundongos altamente sus
cetiveis ao parasita, notaram diminuigdo pro-
gressiva de C até a morte deles, com aproxi-
madamente 43% do nivel normal de comple-
mento (C). SIQUEIRA & col.2 sugeriram uma
relacio entre queda dos niveis de complemento
hemolitico total e niveis mdaximos de antigeno
solivel circulante na doenca em ra’0s, com
possivel ativagio de C pelo antigeno soluvel li-
berado no soro.

A presenca de imunecomplexos circulantes
na doenca experimental aguda foi confirmada

por CHAVES & col.4 e GALVAO CASTRO &
col.1, tendo os primeiros Autores identificado
antigenos parasitarios nestes complexos. Ob-
servou-se ainda diminuicgo dos niveis de C; na
fase aguda!* e conversio do complemento, bem
como aumento de seus produtos de degradacdo
mais intensamente na fase aguda e menos in-
tensamente na fase cronica da doenca experi-
mental 3, Uma possivel participacio de meca-
nismos imunoldgicos humorais na patogénese
de lesOes teciduais da doenca de Chagas foi
sugerida por CHAVES & col.5, ao observarem
deposicdo de antigeno parasitdrio, gamaglobu-
lina e C nas fases aguda e cronica da doenca
em camundongos, embora tenham feito a res-
salva de terem utilizado dose elevada de tripo-
mastigotas, na infeccio experimental. Paralela-
mente, IRULEGUI & col. ¥ notaram menor in-
tensidade de alteragbes histolégicas cardiacas
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em camundongos decomplementados, infecta-
dos com a cepa Y do parasita, quando compa-
rados a animais normocomplementémicos. Na
doenca humana aguda, COSSERMELLI & col.6
descreveram valor diminuido de complemento
hemolitico total em paciente que desenvolveu
polimiosite, com presenca de ninhos de parasi-
ta em material de bidpsia e anticorpos da clas-
se IgM especificos, na vigéncia de tratamento
com corticosteréides para artrite reumatdide.

Quanto & doenga humana crdnica, alguns
Autores tém evidenciado imunecomplexos cir-
culantes apenas em pequena porcentagem de
pacientes examinados %%, OQOutros encontraram
nivel médio de imunecomplexos circulantes
maior em cardiopatas chagédsicos do que naque-
les pacientes chagdsicos sem cardiopatia aparen-
te®, Quanto ao complemento total ou seus
produtos, SA FERREIRA & co0l.2? e ABLIN &
CANESE ! nao encontraram diferenca entre pa-
cientes e controles e RIERA & col.” observa-
ram em 46% de pacientes cardiopatas, niveis
de complemento total inferiores a pelo menos
dois desvios padrdes abaixo da média normal
e alteracGes do componente C, do complemen-
to (C,), em menor magnitude.

No presente trabalho, procurando investi-
gar possiveis diferencas entre pacientes chagi-
sicos, com e sem cardiopatia aparente, estuda-
mos niveis de complemento hemolitico total
(CH,) e do componente C, do complemento
(C3), bem como taxas de conversdo de C, nestes
pacientes.

CASUISTICA E METODOS

Casuistica

Foram formados trés subgrupos, a partir
de doadores de sangue, sendo dois constituidos
de pacientes chagdsicos crdnicos, nas formas
cardiaca e indeterminada. O diagndstico de
doenga de Chagas foi estabelecido pela positi-
vidade simultanea das reacdes de imunofluores-
céneia, hemaglutinacio passiva e de fixacéo de
complemento.

Os pacientes de forma indeterminada nio
tinham queixas clinicas e nfdo apresentavam
anormalidades aos exames eletrocardiogrifico
e radioldgicos de drea cardiaca e esd6fago con-
trastado. Os pacientes cardiacos eram o0ligo
ou assintomadticos e apresentavam as seguintes
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alteracdes eletrocardiograficas: bloqueio com-
pleto de ramo direito e/ou hemibloqueio ante-
rior esquerdo e/ou exirassistoles ventriculares
polifocais, associando-se, as vezes, alteracoes de
repolarizacdo ventricular.

O terceiro subgrupo foi formado por indi-
viduos nao chagdsicos, clinicamente sadios, com
as reagOes ja citadas, negativas.

O nimero de soros analisados por subgru-
po variou segundo o método empregado, estan-
do estes dados representados nas Tabelas I,
II e III. Cada individuo foi examinado em
uma unica circunstancia, sendo o numero de
soros igual ao numero de pessoas estudadas.

Métodos
Soros — Os soros foram separados logo
apos a coleta e guardados a -7T0°C.

Anti-soro — Soro antiC, humano foi pro-
duzido em coelhos pelo método de MARDINEY
& MULLER-EBERHARD 17,

Complemento hemolitico total — Os soros
foram titulados em unidades 50% de hemdlise
(CHy) pelo método de WADSWORT, MALTA-
NER & MALTANER 2, sendo os resultados ex-
pressos em unidades CHg, de hemdlise/ml.

Imunodifusido radial — Realizada segundo
0 método de MANCINI & col.’, O anti-soro
anti-C; humano incorporado a placa de aga-
rose, reage com C; nativo e seus produtos de
degradacdo. Utilizou-se como padrio uma mis-
tura Unica de dez soros de doadores de sangue,
ndo chagdsicos, aparentemente sadios, em trés
diferentes diluicGes, cujas concentracbes de C,
eram conhecidas (172, 146 e 134 mg/100ml). Os
resultados foram expressos em mng/100ml.

Imunoeletroforese bidimensional — Imu-
noeletroforese bidimensional (imunoeletrofore-
se cruzada de Laurell) foi realizada a partir da
descricao de Weeke, com modificacdes confor-
me IRULEGUI & col.3, TUtilizouse como pa-
drio uma mistura tnica de dez soros de doa-
dores de sangue, com taxa de conversio média
de 3,34%. A porcentagem de conversio de C,
foi calculada pela seguinte férmula:

C,P.D. x 100

% de conversio =— , onde
CP.D. + CN

C,P.D. — 4rea correspondente aos precipitados

dos produtos de degradacdo de C,.
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C,N — drea correspondente 30s precipitados do
C; nativo.

Incubac@o de soro humano com zimosan —
Amostras de soro humano fresco foram incuba-
das com zimosan durante 10,30°, 2 horas e 24
horas a 37°C para identificacio de curvas de
brecipitagdo nas placas de imunoeletroforese
bidimensional. Os sobrenadantes foram utili-
zados para anilise.

Anilise estatistica

As observagdes referentes aos valores de
Complemento hemolitico total, C, e conversao

de C,, nos trés subgrupos foram analisados se-
gundo um modelo linear, nio paramétrico, pro-
bosto por KRUSKAL & WALLIS 12, Compara-
¢Oes multiplas entre os grupos foram realiza-
das segundo a estatistica de DUNN 9.

RESULTADOS

Nas Tabelas I, II e III sio observados: mé-
dia aritmética, mediana, valores m&ximo e mi-
nimo e desvio padrio das seguintes varidveis:
Complemento hemolitico total, C; e taxa de
conversdo de C,.

TABELA I

Estatisticas descritivas do nivel do compleme

nto hemolitico total em chagdsicos e individuos nso chagdsicos

Grupos

Chagdsicos

N&o chagdsicos

a s i 1 e t2]
Estatisticas (;*rdfcc;sé , f. indeterminada controle
descritivas = N = 17) N = 18)
M. aritmética 244 9% * 261,9 277,9
Mediana 243,1 243,0 275,4
Valor minimo 154,0 197,9 231,0
Valor mdximo 401,0 341,0 336,1
Desvio padrio 17,9 13,8 9,8

* N = numero de pessoas

*%

— em unidades CH,,/ml

TABELA II

Estatisticas descritivas do nivel de C, em pacientes

chagdsicos e individuos n#o chagédsicos

Grupos

cardiacos

Chagdsicos

N&o chaggsicos

Estatisticas " f. indeterminada ‘“‘controle”
descritivas (N* = 20) (N = 31) (N = 22)
M. aritmética 181,3** 186,1 183,6
Mediana 181,0 188,0 182,0
Valor minimo 134,0 140,0 146,0
Valor méximo 230,0 268,0 224,0
Desvio padrio 21,9 28,1 23,6

* N = numero de pessoas
— mg/100 ml

* %

TABELA III

Estatisticas descritivas da taxa de conversio de C,

em pacientes chagdsicos e individuos nio chagésicos

Grupos

Chagésicos Nio chagdsicos

cardiacos f. indeterminada ‘“controle”
Estatisticas (N* = 23) (N = 33) (N = 20)
descritivas
M. aritmética 5,2%* 6,0 5,4
Mediana 4,1 5,0 5,6
Valor minimo 1,4 0,8 1,3
Valor méximo 11,8 13,4 11,6
Desvio padrao 4,6 4,1 5,0

* N = numero de pessoas
** — 9% de conversio
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Resume-se na Tabela IV o resultado da
andlise estatistica entre os trés subgrupos estu-
dados.

TABELA IV
Resultado da andlise estatistica

Valor observado da Nivel de

Varidvel estatistica de significancia

Kruskal-Wallis descritivo
C hemolitico total 5,162 0,0757*
Conversdo de C, 1,261 0,5324
C, 0,255 0,8801

* significante ao nivel de 8%

ComparacOes entre subgrupos, segundo os
valores de CH,, sdo observadas na Tabela V.

DISCUSSAO

Podese notar, no presente trabalho, dife-
renca significativa entre os subgrupos estuda-
dos, quanto aos valores de CHy,. As médias arit-
méticas encontradas foram menores nos pacien-
tes chagdsicos (cardiacos — 244,9; forma inde-
terminada — 261,9) em relacio aos individuos
controles (277,9) (*). KEssas observacdes sdo
concordantes com as de RIERA & col. !, que, es-

TABELA YV

Resultado das comparacdes entre grupos segundo os valores de C hemolitico total
Valor observado Valor critico da
Tipo de comparacgo da estatistica estatistica de Dunn
de Dunn para uma taxa de erro
‘‘experiment wise’”” de 0,08

F. cardiaca x F. indeterminada 4,80 3,19
F. cardiaca x controle 11,60 3,85
F. indeterminada x controle 6,80 3,79

tudando menor numero de pacientes com car-
diopatia chagédsica tipica e na forma indetermi-
nada, evidenciaram valores baizos de C hemo:
litico total nos cardiopatas. Uma das possiveis
causas de consumo do C nos cardiopatas seria
a presenca de imunecomplexos circulantes e/ou
depositados. Esta hipStese € corroborada pelo
encontro de imunecomplexos circulantes em ni-
vel médio mais elevado nos pacientes chagdsi-
cos cardiacos do que nagueles na forma indeter-
minada (FRUIT & col. %) e pelos menores niveis
de C hemolitico total no subgrupo de cardiacos
do presente trabalho.

Viarios tipos de anticorpos (anti-EVI e anti-
nervo periférico, anti-neurdnio-glia) tem sido
observados em niveis elevados em pacientes
chagdsicos, com e sem cardiopatia, tendo-se evi-
denciado propriedade fixadora de C pelo anti-
corpo anti-EVI. Embora pacientes de forma

(*) Deve-se lembrar que nos pacientes cardiopatas ocorreu
major amplitude de variagdo dos valores de comple-
mento hemolitico total, sendo deste grupo os valores
extremos (mdximo e minimo) observados neste tra-
balho. J4 nos subgrupos de forma indeterminada e
ndo chagdsicos, as variacfees foram menos amplas,
sendo semelhantes os valores mdximos encontrados
nestes dois subgrupos; o valor minimo foi menor nos
pacientes de forma indeterminada do que nos indivi-
duos ndo chagdsicos (Tabela I).
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indeterminada possam eventualmente ter alte-
ragbes cardiacas inaparentes ao exame eletro-
cardiografico de repouso, niac se tem observado
diferenca entre estes e cardiopatas cldssicos,
quanto aos niveis de anticorpos anti-EVI e an-
ti-neurdnio-glia das classes IgG + IgM 18,21.23, Ni-
veis mais elevados de anticorpos anti-EVI da
classe IgM tem sido encontrados em pacientes
de forma indeterminada, sendo possivelmente
marcadores de lesdes mais recentes 2, Embora
os menores niveis de anticorpos antiEVI da
classe IgM em cardiopatas pudesse estar rela-
cionado & deposicdo de imunecomplexos e con-
sumo de C, torna-se dificil, dessa forma, expli
car a menor intensidade de alteracdes do. sis-
tema C em pacientes de forma indeterminada,
cujas lesbes por imunecomplexos seriam mais
recentes.

Os niveis de C,;, obtidos pelo método de
MANCINI & col.!6, compreendem tanto o C,
ativo como o inativo, ndo constituindo, portan-
to, um pardmetro tdo util para analisar a ati-
vacdo do componente C, do complemento como
a taxa de conversido de C,. No presente traba-
lho, tanto os niveis de C; quanto as suas taxas
de conversdo medidas foram semelhantes nos
trés subgrupos. Uma explicacio parcial para a
semelhanca entre os dois subgrupos de pacien-
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tes estudados (em relaciio aos valores de CHy,
C; e converséio de C;) seria o consumo de C
por imunecomplexos circulantes ou depositados
tanto em cardiopatas, quanto em pacientes de
forma indeterminada. Com efeito, tais imune-
complexos depositados poderiam ser uma das
possiveis causas de alteracSes cardiacas encon-
tradas nos pacientes de forma indeterminada,
due sO foram evidenciadas por meio do empre-
go de meétodos mais sensiveis do que o eletro-
cardiograma convencional (vetocardiografia +
métodos radioisotdpicos) 2, QOutra possibilida-
de seria a de que tanto imunecomplexos circu-
lantes como consumo de C ndo tivessem qual-
quer relacdo com lesGes cardiacas.

A equivaléncia das taxas de conversio de
C; nos subgrupos estudados poderia sugerir que,
mesmo podendo estar presentes imunecomple-
x0s circulantes em pacientes chagasicos, estes
néo séo capazes de provocar conversao signifi-
cativa de C,. A auséncia de lesGes renais, cli-
nicamente detectdveis nestes pacientes chaga-
sicos, parece indicar que imunecomplexos cir-
culantes, porventura existentes nos mesmos, sao
insuficientes para provocar nefropatia.

Portanto, embora na doenca experimental
se observe consumo e conversio do C, como
conseqiiéncia da formagio de imunecomplexos,
nio se comprovou, nos pacientes cronicos es-
tudados, pelo método utilizado, conversgo sig-
nificativa do C,. Deve-se lembrar, aqui, que a
dose de tripomastigotas utilizada na infeccédo
experimental foi elevadaS. Outras possiveis
causas de depressio de complemento hemoliti-
co total, como por exemplo, consumo de ou-
tros componentes ou depressio de sintese, po-
dem ser consideradas mas devem ser ainda es-
tudadas.

Considerando que alteracdes sugestivas da
deposicao de imunecomplexos circulantes foram
descritas na doenca humana crénica em 1959
por BRITO & VASCONCELOS? torna-se fun-
damental o prosseguimento de estudos, com
maior casuistica e com métodos mais sensiveis,
que visem determinar a importancia de imune-
complexos circulantes na patogenia da cardio-
patia chagdsica crénica.

SUMMARY

Levels of hemolytic complement, total C, and
degree of conversion of native C, in cardiac

and indeterminate form of Chagas’disease

The levels of hemolytic complement and
total C; (native C,; plus its degration products)
and the degree of conversion of native C, into
its breakdown products were studied in sera
from two subgroups of chagasic patients (in-
determinate and cardiac forms) and from non
chagasic individuals (control subgroup). The
levels of fotal C; and the degree of conversion
of native C; into its breakdown products were
similar in the three subgroups. The levels of
hemolytic complement were statistically differ-
ent among the three subgroups. The lowest
average was observed in the subgroup of car-
diac patients and the highest average in the con-
trol subgroup of non chagasic individuals. The
widest variation on levels of hemolytic com-
plement was observed in the subgroup of car-
diac patients in which we found the maximum
and minimum values among all the subgroups.
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