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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma infeccdo causada Tpgftanosoma cruzié
considerada endémica na América Latina, afetandoacde 15 milhdes de individuos.
Estima-se que cerca de 30% das pessoas infectadasvdlvem cardiomiopatia chagasica
cronica, entre 5 a 30 anos apoés a infeccdo aguaa.dobjetivo de diferenciar portadores de
DC com a evolucdo potencial para formas clinic@sicas graves, pesquisadores tentam
estabelecer marcadores bioldgicos de prognésticeviducdo da doenca por meio de
marcadores imunologicos. Lectina de Ligacdo a Man@dBL) é uma molécula de
reconhecimento de que a imunidade inata que desdémpen papel fundamental na defesa
do hospedeiro, mediando a fagocitose e a destruigdagentes patogénicos mediada pelo
complemento. Existem varios estudos que enfatizamalewancia da MBL em diferentes
doencas infecciosas, inflamatoérias e auto-imunesleficiéncia de MBL pode implicar na
susceptibilidade bacteriana, fangica, por protansae infeccdes virais. Nosso objetivo foi
investigar a associacao dos niveis séricos e ateidle ligagcdo da MBL com cardiomiopatia
chagasica cronica, atraves da formacédo de um inglieeinferiu as moléculas ligantes. Para
isso, foi feita uma avaliacdo, através de ELISAs diveis séricos e da capacidade de ligacédo
da MBL, para formacao desse indice de relacdo (Mbi)pacientes cronicos assintomaticos e
cardiacos da doenca de Chagas. O estudo inclyiad@ntes portadores DC indeterminados
(n = 19), cardiaco grave (n = 29) e cardiaco leves (29). Nao foi observada diferenca
significativa nos niveis séricos de MBL entre ogpgis de pacientes estudados. No entanto,
em relagdo a atividade de ligagdo da MBL, houveréifca estatistica entre indeterminados e
cardiacos leves (p=0,02) e indeterminados e casligaves (p=0,03). Com a formacgéao do
Mbi a comparacdo entre todos o0s grupos tiveramrefif@ estatistica significante:
indeterminadosersuscardiacos leves p=0,02; cardiacos lexasuscardiacos graves p=0,01
e indeterminadosersuscardiacos grave p<0,0001. Com base nesses resultadcluimos
que, a MBL € um possivel marcador para a gravidadeardiomiopatia chagasica cronica,
visto que, o indice (Mbi) criado nesse estudo farelacionado com as diferentes formas
estudadas. Novos estudos sdo necessarios param@nfla MBL como indicador da
evolucao/progressao para as formas mais grave@aca, para assim contribuir com a
melhora na qualidade de vida dos pacientes congdaBnChagas cronica.

Palavras-chave:Doenca de Chagas - imunologia. Cardiomiopatia diega imunologia,
Lectina de Ligacdo a Manose (MBL) - imunologia.
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ABSTRACT

The Chagas disease (CD) is an infection causedrgganosoma cruziThis disease is
considered endemic in Latin America, affecting appnately 15 million individuals. It is
estimated 30% of those infected develop chronicg@sacardiomyopathy, between 5 to 30
years after the acute infection. Aiming to diffeiate CD’s bearers with potential evolution
to chronic severe clinical forms, researchers éryestablish biological markers in order to
prognostic disease evolution through immunologicadlecules. The Mannose Binding
Lectin (MBL) is a innate immunity recognition molde that plays a crucial role in host
defense, mediating the phagocytosis and complemedtated destruction of pathogens.
Several studies have emphasized the importanceBaf il various infectious, inflammatory
and autoimmune diseases and some of these haven shatv MBL deficiency might be
involved in susceptibility to bacterial, fungal,oppzoal and viral infections. The aim of this
study was to investigate the association of MBLuserevels and binding activity with
chronic Chagas cardiomyopathy, by forming an intleat inferred the linker molecules.
Therefore, an assessment by ELISA of the MBL sdrawels and binding capacity was made
for formation of the Mannose binding index (Mbi)ghronic patients with asymptomatic and
cardiac forms of CD. This study included 77 pasenith CD indeterminate (n=19), severe
cardiac (n=29) and mild cardiac forms (n=29). Thees no significant difference in serum
MBL levels between groups of patients. However,l@ating the Mannose binding activity,
there was a statistical difference between indateate and mild cardiac groups (p=0.02) and
severe cardiac and indeterminate groups (p=0.08h the formation of Mbi, the comparison
between all groups had statistically significarftedence; indeterminate versus mild cardiac
(p=0.02); mild cardiac versus severe cardiac (pECadd indeterminate versus severe cardiac
(p<0.0001). Based on these results, we found aletion with the different forms studied.
So we suggest that MBL is able to be an immunobkignearker for the severity of chronic
Chagas cardiomyopathy. New studies are necessapnfom the MBL use as an indicator of
the development/progression to more severe forntiseoflisease, contributing to improve the
life quality of patients with chronic Chagas diseas

Keywords: Chagas disease — immunology. Chagasoraytpathy — immunology. Mannose-
Binding Lectin — immunology.
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1 INTRODUCAO

O sistema imune inato consiste na primeira barremmatra patdégenos, abrangendo
diversos mecanismos de reconhecimento e elimindedamicroorganismos. Dentre 0os mais
importantes elementos deste sistema estdo o sistdmacomplemento (SC), as
células fagociticas e as célutaural killer (NK). A ativacdo do sistema complemento pelos
patdgenos é um dos mais eficazes mecanismos dsadefta do hospedeiro. E composto
por diversas proteinas plasmaticas que sédo atieadasascata que culmina com ataque a
membrana, com a formacdo do complexo sobre a $ciperfdo patdgeno,
causando morte celular por lise. O SC pode ser addiv portrés vias: classica,
quando imunoglobulinas G ou M se ligam a superfidte patbgeno, que recrutam o
componente 1 do SC (C1), que cliva C2 e C4 pamndo3 convertase (C4b2a); a via da
lectina, iniciada principalmente, pela lectina dyg¢do a manose (MBL) que através das
serino-proteases (MASP)cliva C4 e C2 formando G®edase similar a da via classica; e a
via alternativa, que é ativada quando o C3b, hgldb espotaneamente, se associa com 0
fator B para formar C3 convertase (C3bBb) (LAMBRISal.,2008).

Durante a inoculagéo db. cruzi estima-se que apoximadamenté ttipomastigotas
metaciclicOs sao liberadas pelo inseto vetor (K@N; SCHAUB, 1998), que rapidamente
penetram na pele do hospedeiro. (SCHUSTER; SCHAIOB0). Na auséncia de anticorpos
especificos, as vias do complemento, alternatigda kectina, sdo as responsaveis por ativar o
sistema complemento contra esse patdgeno na arsamiguinea. LEON-PEREZ2t al.
(2007) mostraram que tripomastigotas metaciclidesyados de triatomineos ou de culturas
axénicas, foram mortos pelo complemento do sorcanomé&o imune.

A MBL € uma molécula que faz parte da familia dadedtinas, proteinas
caracterizadas pela presenca de uma regido siaalaolageno e um dominio de lectina. A
MBL se liga a residuos de oligossacarideos (Mamodéacetilglicosamina) presentes na
superficie de agentes infecciosos e parasitarigsinA a reagdo em cascata iniciada pela
MBL produz na fase inicial de ativacdo da via, aammoléculas de C3b e na fase tardia de
ativacéo, produz a formacao do Complexo de Atagderabrana (MAC), que atua causando
a lise do agente invasor, mesmo na auséncia amgydi(KALIL et al, 2006).

Estudos mostraram que concentragbes baixas de MBL domo consequéncia
reducdo ou auséncia da ativacdo do complementovizel#as lectinas, e estdo associadas a
uma maior susceptibilidade a infec¢des por virastdyias, fungos e protozoarios. Porém, em

alguns casos, a deficiéncia de MBL parece ser pmata especialmente em infecgbes
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causadas por patdégenos intracelulares, os quam asapsonizacdo por componentes do
complemento e seus respectivos receptores nositiagpara infectar o hospedeiro (LWL
al., 2009 ; TURNER, 2003).

Pesquisas tém buscado a compreensao dos mecatmsumesogicos relacionados a
DC, e algumas tem como foco a imunidade inata (BODleD al, 2011; CESTARI 2009,
LUZ et al, 2009). Com o objetivo de diferenciar os paciemtestadores da DC com
potencial de evolucdo para as formas clinicas ca8ngraves, alguns grupos de pesquisa
tentam estabelecer marcadores bioldgicos de ewldgdprognostico da doenca através de
marcadores imunoldgicos (CORREA-OLIVEIR& al, 1999; CUNHA-NETOet al, 1998;
LORENA et al, 2010; VASCONCELOSt al, 2010; VERCOSAet al, 2007;). Embora
muitos conhecimentos tenham sido adquiridos entédela resposta imune de pacientes
portadores da DC, importantes aspectos sobre aimogfio da via das lectinas ainda
precisam ser esclarecidos. Este sistema pode estarlvido na predisposicdo a uma
determinada forma clinica nos individuos com DQw@® (DUTRAet al, 2005).

A progressdo de uma infeccdo, assim como o desemeito de diferentes formas
clinicas e diferentes graus de gravidade, estaioslada a complexa relacdo existente entre o
parasito e o hospedeiro, que envolve também fat@nasientais, além de caracteristicas
genéticas do patégeno e do hospedeiro (FIL&tGal, 2010). No caso da infec¢do pelo
T.cruzi o espectro clinico da DC varia muito desde paéegenassintomaticos até
cardiomiopatas com falha cardiaca grave. Estaarsefortes evidéncias da influéncia da
variabilidade dos niveis e funcdes de algumas mta@éao sistema imunologico relacionado
desde fatores genéticos do hospedeiro na susiciztd®l a infeccéo pelb. cruzi

Desta forma, por meio estudo inédito pretende-sdiosr se existe associacdo dos
niveis séricos e da capacidade de ligacdo da MBh @aardiomiopatia chagasica cronica,

atraves da formacdo de um indice, que ira infermaléculas ativas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico da doenca de Chagas

A hipotese classica propde que a DC foi originaalaegido Andina, quando o homem
comecou a domesticar animais e desenvolver técdeagricultura, ou seja, a adotar habitos
sedentarios, ainda no periodo pré-histérico. Ataesk que essas mudancas ocorreram ha
aproximadamente 6.000 anos. Dados da paleopacagéplcom base em ferramentas
moleculares, mostraram que a infeccdo p€&locruzi era comumente encontrada em
populacdes pré-histéricas do norte e do sul da EmméAlguns estudos histopatologicos
mostraram ninhos de amastigotas Te cruzi em fibras cardiacas de restos humanos
mumificados. Ainda de acordo com os dados palespal@gicos, a DC pode ser tdo antiga
quanto a presenca humana no continente americ&RREIRAet al.,2011; FORNACIARI
et al, 1992).

Mesmo com varios indicios de que a DC seja umarmidade muito antiga, sua
descoberta oficial € datada em abril de 1909. Estaberta pelo médico sanitarista, Carlos
Chagas, recém-formado em Medicina, com uma tese sotontrole da maléria, e fazia parte
da equipe de Oswaldo Cruz e chefiava os trabalb@®chbate a malaria em Lassence, Minas
Gerais, onde estava sendo construida a Estrad@rde Eentral do Brasil. Carlos Chagas
comecou, entdo, a examinar animais e pessoas,noasaaformacdes sobre as principais
doencas da regido e encontrou barbeiros infecteolmsuma espécie de protozoario, ainda
desconhecida. Ele, os enviou para Oswaldo Cruzequeeu laboratério, no Rio de Janeiro,
conseguiu infecta€allithrix sp, comprovando a suspeita de Chagas de que estzqdob
deveria ser uma espécie nova que circularia emtrigelyo, mamiferos e talvez humanos. A
partir da confirmacdo de Oswaldo Cruz, Carlos Chageocurou sem parar aquele
protozoario no sangue de animais e pessoas gagarasem casas que tinham barbeiros. Foi
através dessa procura incansavel, que no dia adbrdede 1909, ao examinar Berenice, uma
crianca de apenas dois anos de idade, Carlos Chagesbriu em seu sangue aquele mesmo
protozoario encontrado nos barbeiros e nas divezspécies de animais examinados. Sua
sintomatologia coincidia com aquela observada nosas experimentalmente infectados em
laboratério (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2013).
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2.2 Agente Etiologico

As primeiras descricbes morfologicas™acruzj por Carlos Chagas, foram feitas por
observacdes do parasito fixado e corado pelo mdamGiemsa, método até hoje empregado.
As observacdes feitas por microscopia Optica pemitlentificar no parasito: a forma geral
da célula, o nucleo, o cinetoplasto (contendo DNikocondrial condensado) e o flagelo.
(CARVALHO, 2011). No sangue dos mamiferos,To cruzi apresenta-se na forma de
tripomastigota (flagelada) (Figura 1 A) que € extaenente movel e, nos tecidos, como
amastigota (sem flagelo) (Figura 1 B). Na parte@mt do intestino dos triatomineos, insetos
vetores, ocorre a transformacédo das formas tripibgoatas em formas epimastigostas
(formas néo infectantes) (Figura 1 C). Na porcastgy@r do intestino do inseto, se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, damdigem as formas infectantes, presentes
nas fezes do inseto (MEL@®t al., 2009; ORGANIZACAO PAN AMERIACANA DE
SAUDE 2009).

Figura 1 - Formas ddr. cruzi
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Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2013.
Legenda: A: Forma tripomastigota metaciclico. Brri@ amastigota. C: Forma epimastigota.

2.3Vetores

A DC é transmitida aos seres humanos e para maib@espécies de mamiferos
domésticos e silvestres, principalmente, por grendsetos sugadores de sangue, do filo
Arthropoda, subfilo Hexapoda, ordem Hemiptera, f@miReduviidae, subfamilia
Triatominae. Apesar de cerca de 140 espécies aertrineos ja terem sido identificados,
apenas alguns, sao vetores competentes pa@uzi (GORLA et al., 2010). Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimididigura 2) sdo as trés espécies mais
importantes na transmissao focruzipara o homem. Historicamenie,infestandem sido o
vetor mais comum, principalmente na regido sub-Am&a. R. prolixus € tipicamente

reportado no norte da América do Sul e na Amérieati@l eT. dimidiataocupa uma éarea
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similar, mas se estende para o norte do Méxicod®as fases mais precoces de ninfa, até
adultos, os triatomineos podem abrigar e transmiticruzi(RASSI JUNIORet al, 2010).

No inseto vetor, oT. cruzi, apresenta-se como epimastigostas replicativos néao-
infecciosos, que se diferenciam para tripomastgyotaetaciclicos nao-replicativos
infecciosos. Durante a infecgdo, os tripomastigotataciclicos podem “escapar” do sistema
imune inato do hospedeiro, infectando as céluldazendo com que a infec¢ao progrida. Os
parasitos apoOs infectar as células hospedeirasifeertiam em amastigotas, uma fase
replicativa intracelular, que depois de varias gbies se diferenciam, novamente, em
tripomastigotas na corrente sanguinea, esses romp@@lulas, infectando novas células. Se
insetos vetores se alimentarem do sangue de indisidontaminados pela cruzj o ciclo se
reinicia (BUSCAGLIAet al, 2006).

As aves, os répteis e anfibios séo refratario§ .aoruzi no entanto, em algumas
situagdes, as aves (principalmente, frango) saoritaptes fontes de refeicbes de sangue para
triatomineos, que sdo estritamente hematéfagos GRAINIORet al.,2012).

Figura 2- Principais vetores da doenca de Chagas

B

Rhodnius prolixus

Triatoma dimidiata Triatoma infestans

Fonte: Rassi Juniat al. (2010).

2.4Epidemiologia

A DC é considerada endémica no México, América @émr¢ do Sul, onde a
transmissao vetorial d@.cruzi ocorre geralmente na area rumalrante muito tempo, foi
considerada uma endemia exclusiva das Américasreepge motivo, foi inicialmente
denominada “tripanossomiase americana”’ (LEVINSONVETZ, 2006). Atualmente sabe-
se que a DC é um problema mundial (Figura 3). Baisasiderados nao endémicos, como,
Espanha, Estados Unidos, Canada e Australia, téificado diversos casos da doenca,
devido ao fato de serem os principais destinogmgsantes latinos. Problemas econdémicos e

politicos estimulam a migracdo, propagando a D@ parpaises desenvolvidos. Nas areas
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ndo endémicas, 0s principais mecanismos de trasdmiscorrem por transfusdo sanguinea,
transplante de 6rgdos e através da via congénROfPet al, 2008; SCHMUNIS, 2007;).

De acordo com estimativas pela Organizacdo Pan-iéam da Saude (OPAS) e
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) entre 7-10.000.pessoas do mundo estédo
cronicamente infectados comTo cruzi e 10.000 a 14.000 mortes por ano sao causadas por
DC (RASSI JUNIORet al., 2012). No Brasil, estima-se que a infeccao gdelaruziatinja
cerca de 3 milhdes de pessoas, uma reducédo cangtise comparado com a década de 50,
quando se iniciou, sem muito sucesso, 0 Progranceohi de Controle Vetorial da Doenca
de Chagas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002). Apas em meados dos anos
80, o programa foi consolidado e teve um impadanante positivo, com reducdo drastica
dos indices triatominico-tripanossémicos ao longarta endémica (DIA& al, 2008).

Figura 3 - Estimativa do niUmero de imigrantes infectados pejpanosoma cru@2m paises
ndo endémicos
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Fonte: Rassi Juniat al, (2010).

ApOs as medidas de controle adotadas, a epidenaoldg doenca modificou
consideravelmente no que diz respeito a sua incidée formas de transmissao
(LEDERBOUR; DIAS; VINHAES, 2004). O numero de cr@s e jovens infectados reduziu,
se chegou a um rigoroso controle transfusionalcomseqientemente, a prevaléncia da
infeccdo baixou consideravelmente. Em 2006, apdepsis de mais de 20 anos desde a
implementacédo das acdes de controle de maneieansista e regular, a OPAS certificou o
Brasil, como a primeira nacdo da América Latinaelida transmissdo da DC pela espécie
Triatoma infestans restando apenas o estado da Bahia com poteneiaratismissao
(ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2007).
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No Brasil, entre 1999 e 2007, foram notificadogpapnadamente, 54 mil ébitos por
DC, o que representou uma média de seis mil marigais no pais. A maioria dos Obitos
ocorreu predominantemente em individuos do sexautiae, idosos e residentes nas regides
Sudeste e Centro-Oeste (MARTINS-MELE al, 2012). Apesar de ser observada uma
tendéncia de diminuicdo de Obitos por DC na podwaldgrasileira em geral, o Nordeste
brasileiro ndo segue esse padrao epidemiol6gicoamento do nimero de 6bitos por DC e
no numero de casos agudos da doenca foram idadbficna regido Nordeste, através de um
estudo realizado em Pernambuco. A inclusdo da fagwada no sistema de notificacédo
compulsoria do pais em 2003 pode justificar esseaagfio na quantidade de relatos da doenca
nessa forma. (BRAZt al.2011)

A ocorréncia de DC aguda (DCA) tem sido observadadderentes estados (Bahia,
Ceard, Piaui, Santa Catarina e Sédo Paulo), conr freéguéncia de casos e surtos registrados
na regido da Amazobdnia Legal (Amazonas, Maranhdoto Marosso, Amapa, Para e
Tocantins), onde a transmisséo oral tem sido ragiatcom maior frequéncia. Nos anos de
2000, 2001 e 2004, ocorreram 57 casos de DCA,rposmissdo oral; no periodo de 2005 a
2007, esses numeros somaram 301 casos. Em 2088 fiimgnosticados 94 casos de DCA
no estado do Para, dos quais 57 (65%) estavamvithe®lem transmisséao oral; 20, no estado
do Amapa, todos por provavel transmisséo oral;te se estado do Tocantins, quatro por
transmissao oral (80%) e trés por transmissaoiakt@utros resultados importantes foram as
reducdes de incidéncia de novos casos de DC (MM@O0ano em 1990s 41.200 por ano
em 2006) e o numero de mortes por DC (cerca de0B80gdr anovs 12.500 por ano)
(BRASIL,2005 ; RASSI JUNIOFRt al.,2010).

Pernambuco apresenta perfil epidemioldgico da O€eahiciado, quando comparado
com o Brasil e com a regido Nordeste, apresentéenténcia estacionaria em relacdo ao
namero de o6bitos pela doenca (BRAZ al, 2011). Através de um inquérito realizado
recentemente pelo Hemocentro do Estado de Pernan{bl€MOPE) foi identificado que
1264 individuos, no periodo de 2002 a 2007, aptasan sorologia reagente para infeccao
peloT. cruzi o que representou 6,89% do descarte de bolsamerevaléncia de 0,17% no
periodo (MELOet al, 2009).
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2.5Mecanismos de Transmissao

2.5.1 Vetorial

A DC passou a se constituir como um problema ddespublica, ap6s a domiciliacéo
e colonizacado dos vetores, provocada pela desag@gembiental e invasdo humana do
ambiente silvestre. As formas habituais de transioisla DC sdo aquelas ligadas diretamente
ao vetor. No entanto, humanos também podem setanfpor transfusdo de sangue e/ou
orgaos, pela via congénita, e mais recentemente, iee oral, pela ingestdo de alimentos
contaminados. Mecanismos menos comuns envolvenerdei& de laboratério, manejo de
animais infectados e aleitamento materno (SCHMURO®/).

A transmisséo vetorial acontece pelo contato doemorausceptivel com as excretas
contaminadas do vetor. Esses, ao fazerem repasfoisao, em geral defecam apds o ato,
eliminando as formas infectantes de tripomastigotataciclicos que penetram na circulagéo
do hospedeiro através do orificio da picada ousptucdo de continuidade deixada pelo ato
de cocar. A ocorréncia da transmissao parece astwociada a densidade vetorial e a
resisténcia do hospedeiro, o0 que poderia expliGahado de que aproximadamente 30% dos
individuos residentes em areas de alta infestagdovetor permanecem negativos
sorologicamente paraTacruzi(BRASIL, 2005).

2.5.2 Outras formas de transmissao

O parasito pode também ser transmitido através atgue, O6rgdos soélidos e/ou
placenta. A maioria dos individuos infectados pEloruzi apresenta antigenos parasitarios
nos tecidos e/ou sangue, durante toda a vida, csigndica que devem ser excluidos das
doacdes de sangue e Orgdos, para evitar essassfdamaansmissdo da doenca (BRASIL,
2005).

Os recém-nascidos infectados, geralmente, sao t@®siticos ou apresentam
sintomas leves. As manifestacdes, em recém-naseitib@maticos com a DC congénita
incluem baixo peso ao nascer, prematuridade, bamxtices de Apgar, hepatoesplenomegalia
e anemia. Recém-nascidos gravemente afetados pod@mesentar miocardite,
meningoencefalite, megasindromes gastrointestinpisgumonia e / ou desconforto
respiratorio (RASSI JUNIOR al.,2010).
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2.5.2.1 Transfuséo de Sangue

Os movimentos migratoérios, rural-urbano, que ocamena América Latina a partir
da década de 1960 mudaram a epidemiologia tradice transmissao db. cruzi.O que
tinha sido principalmente uma infeccao rural torseuurbana, que poderia ser transmitida
por transfusdo de sangue. Nas duas Ultimas décadasnero de doadores com sorologia
positiva tem sido muito elevado nos paises end&mi@RGANIACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2002).

O risco de aquisicdo da DC, apos transfusdo deunidade de sangue a partir de um
doador infectado é inferior a 20%, e depende devdatores, incluindo a concentracéo de
parasitos no sangue do doador, 0 componente daueaagtalvez, a estirpe do parasita. O
risco de transmissdo parece ser maior de transfidedplaguetas do que para 0s outros
componentes do sangue (RASSI JUNIGRiI.,2010).

2.5.2.2Transplante 6rgaos

Um transplante de 6rgdo de um doador infectado yardestinatario ndo infectado é
também um meio de transmissdo da DCA, sendo o a@somentado pela imunossupressao
exigida pelo procedimento. No entanto, esta formepidemiologicamente irrelevante em
areas endémicas uma vez que a situacdo é geralmeeptehecida previamente e a doenca
pode ser evitada através de tratamento espec®RGANIACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2002).

2.5.2.3 Vertical

A transmisséo vertical (ou transmissédo congénitajre de mae para filho, tem a via
transplacentaria como a via de transmissao maisriamte e pode ocorrer em qualquer fase
da doenca materna: aguda, indeterminada ou cr@édee-se que ndo necessariamente a mae
transmitira a doenca em todas as gestacoes. pssdditransmissao pode ser relacionado
com caracteristicas da mae, fatores de nutricAonidade e com o grau de parasitemia
(FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2013).

O risco de transmissao congénita parece variarcdeda com diferentes fatores
epidemioldgicos, tais como a estirpe do parasifzgrasitemia da mée, a existéncia de lesdes

na placenta, e regido geografica. Este risco tonasgo por volta de 1% ou menos no Brasil a
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7% ou mais em algumas regifes da Bolivia, Chileamdtiai. A transmissdo congénita
depende diretamente da prevaléncia da infeccdo athermes em idade fértil que foram,

geralmente, infectadas por transmisséo vetorial. &eas endémicas sujeitas ao controle
vetorial, uma diminuicdo progressiva na doenca €oitg pode ser esperado a meédio ou
longo prazo (ORGANIACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002).

2.6 Manifestacdes Clinicas

A doenca de Chagas passa por duas etapas sucessimasfase aguda e uma fase
cronica. A fase aguda dura, em média, de um ane&es apos a infeccdo e é caracterizada
por uma intensa parasitemia e baixos niveis deapts (ORGANIACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2002). Esta fase pode ser aparente (sintoayabu inaparente (assintomatica)
(Figura 4). Quando aparente, em geral, os indiddemmetidos apresentam febre, mal-estar
e cefaléia. O sinal de Romafia e o chagoma de mginlsdo manifestacdes locais que podem
ocorrer conforme a entrada do parasito no organmieospedeiro. Algumas manifestacdes
sisttmicas como hepatomegalia, esplenomegalia, &dealteracbes nervosas e
comprometimento cardiaco também podem estar pesseatfase aguda da doenca (LANA,
TAFURI, 2005).

O local de entrada do parasito € caracterizado petaenca de tripomastigotas
infecciosos em leucocitos e nas células dos tecislolscutaneos, bem como pelo
desenvolvimento de edema intersticial, infiltragd® linfocitos, e hiperplasia reativa de
linfonodos adjacentes. Depois da difusédo atravésisiema linfatico e da corrente sanguinea,
0S parasitos se concentram principalmente nos nuss@ocluindo o miocardio) e nas células
ganglionares. A caracteristica dos pseudocistosegt@o presentes em alguns tecidos sao
agregados intracelulares da multiplicacdo de foraraastigotas (RASSI JUNIORt al.,
2012).

Apés a fase aguda da doenca, o individuo pode mexea num periodo de laténcia
clinica pelo resto da vida, ndo apresentando sinsiistomas, apenas com a sorologia positiva
para infeccdo peldl. cruzj caracterizando a forma clinica crbnica indetead@ Os
pacientes que apresentam essa forma, geralmenteevpara a forma cardiaca, originando
uma estimativa entre 20 e 30% de pacientes podadtar doenca de Chagas com algum tipo
de alteracdo cardiaca. Diversos sao os sintomasittados na cardiopatia chagasica cronica,
relacionados com quadros de insuficiéncia cardiacamias e tromboembolismo, além da
morte subita (PRATA, 2001).
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As manifestacOes digestivas atingem aproximadam20¥% dos pacientes com a
doenca de Chagas (CASTRE®Dal, 1994). Ocorrem principalmente alteracdes no gsodéa
no colon, evoluindo para a formacdo do megaesoéagim megacolon, respectivamente.
Manifestacdes digestivas ndo sdo tdo comuns, nue g8 mais frequente em certas areas
geograficas (MACHADGet al.,2012). Também pode haver o acometimento matudgdena
orgdo do aparelho digestivo e do coracdo, o quactsiza a forma clinica mista (LANA;
TAFURI, 2005). Pacientes imunodeprimidos, (HIV pess e transplantados) podem

apresentar alteracbes no sistema nervoso, caractéd a forma clinica nervosa (PRATA,

2001).

Figura 4 - Manifestacdes Clinicas da doenca de Chagas
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2.7  Diagnéstico Laboratorial

Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de ChB&#SS]IL, 2005) o diagnéstico

laboratorial da doenca de Chagas se baseia nositssgeritérios:

2.7.1 Fase Aguda

l. Critério ParasitoldgicoPresenca de parasitos circulantes demonstraneisxame

direto do sangue periférico (esfregago, gota eapesame de sangue a fresco ou método de
Strout). Ainda podem ser utilizados exames indg:eipie permitem a reproducdo artificial do
parasito (hemocultura e xenodiagnaostico), raramgtiiteado atualmente (RASSI JUNIOR
al., 2012).

Il. Critério Sorologico A presenca de anticorpos amtieruzida classe IgM no sangue

periférico é considerada indicativa da fase agumaticularmente quando associada a
alteracOes clinicas e epidemioldgicas sugestivagnp é pouco empregada devido a falta de
kits comercias aprovados pela Agéncia Nacional de Vigiéa Sanitaria (ANVISA) e pela

caréncia de controles positivos para IgM.

2.7.2 Fase Crobnica

l. Critério ParasitoldgicoDevido a parasitemia subpatente na fase créogcmétodos

parasitoldgicos convencionais sdo de baixa semkidd, o que implica em pouco valor
diagnostico, tornando desnecessaria a sua realinagda fase da doenca.

Il. Critério Sorolégico Um individuo € considerado portador da doenca&Hdagas

cronico quando apresenta anticorpos anteruzi da classe IgG, devido a grande resposta
humoral desenvolvida pelo hospedeiro nesta fasdodaca (RASSI Jet al., 2012). Estes
anticorpos especificos devem ser detectados par deeilois testes soroldgicos de principios
distintos ou com diferentes preparacdes antigénfdasmétodos sorolégicos recomendados
pelo Ministério da Saude para o diagnéstico da ¢mete Chagas sdo Hemaglutinagcéo
Indireta (HAI), Imunofluorescéncia Indireta (IFI) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA).
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2.8 Tratamento

Os mesmos farmacos utilizados desde o inicio dad@éade 70 no tratamento
etiologico da DC sdo usados atualmente, os ansiparmas tradicionalmente utilizados,
Nifurtimox e Benzonidazol, sdo parcialmente efisazendo sua maior eficacia terapéutica
apenas na fase aguda da infeccdo (MARIN-NET@I, 2009; SANTOS:t al, 2004).

A falta de interesse na importancia do papel naigténcia do parasita para o
desenvolvimento das manifestacfes clinicas é apemas das barreiras atuais para uma
conduta eficaz no tratamento da DC. A partir de ymespectiva que integre os cuidados
adequados com o0s pacientes cronicos e o deseneonitonide novos medicamentos, pode
haver uma mudanca de paradigma (VIO&T4l.,2014).

Alguns estudos, tanto em modelos animais quanteezgs humanos, tém mostrado a
eficacia do tratamento antiparasitario nas duassfda DC (aguda e crbnica) (HYLANE
al., 2007; GARCIAet al., 2005). Além disso, outro estudo experimental apres certa
relevancia do tratamento frente a alguns parameamossposta imune (BUSTAMANTEL
al., 2008).

Dois estudos randomizados estdo em processo deacaniEenzonidazol ao placebo
em pacientes crénicos. Os primeiros, incluindo grgeils com ou sem doencga cardiaca leve,
realizado na Argentina (TRAENA) e encerrou em 20424 atualmente a ser analisado
(RIARTE, et al 2005) . O outro é um estudo multtcéo, BENEFIT, Benzonidazole
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasjs que deve ser finalizado, agora, em 2014
(MARIN-NETO et al.,2008) e ira fornecer evidéncias sobre a evolugddagnca cardiaca
grave ou leve em pacientes cronicos tratados codicamaentos antiparasitarios. (VIOTe&t
al., 2014).

Os sintomas da doenca de Chagas sao tratadoswie genérica, na forma cardiaca as
drogas administradas sdo as mesmas que se usanuteas cardiopatias: cardiotdnicos,
diuréticos, antiarritmicos, vasodilatadores, entrgtras. Em alguns casos, indica-se a
implantacdo de marca-passo, com resultados bastatisfatérios na prevencdo da morte
subita (OLIVEIRA JUINIOR, 2009). Na forma digestjivandicam-se medidas menos
invasivas (dietas, laxativos e/ou lavagens) emgestgprecoces, enquanto que em estagios
mais avancados, impde-se a dilatacdo ou corregdgica do orgéo afetado (CASTRIDal.,
1994).
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2.9 Aspectos Imunoldgicos

Entre os diversos aspectos relacionados a DC a awlucéo clinica em individuos
cronicamente infectados, certamente, a respostaaldgica tem grande destaque. Acredita-
se que a evolucao clinica da DC depende de um@gaie entre o hospedeiro e o parasito.
Duas hipéteses séo as principais tentativas décarjls mecanismos ligados a patogénese da
DC. Uma delas aborda a persisténcia do parasitbospedeiro como uma das principais
causas da patologia, enquanto a outra acreditaumee resposta imune contra antigenos
préprios é responsavel pelo dano tecidual (DUTRALGOB, 2008; KIERSZENBAUM,
2005). Durante o desenvolvimento da patologiastesia imunoldgico do hospedeiro tem um
papel importante e central, independente da origesnantigenos que estimulem a resposta
imune na fase crénica da DC. Assim, no entendim@asomecanismos ligados a patologia da
doenca, ambas as hipéteses devem ser consideAdiaRA et al, 2009).

A respostal. cruziespecifica devido a persisténcia do parasito noglde e a
autoimunidade ndo séo incompativeis ou mutuamertdustvas e, provavelmente, a
combinacdo de ambas as respostas estejam envohladgmtogénese da DC (MARIN-
NETOet al, 2009).

O controle ddrl. cruzidepende tanto da resposta imune inata quanto darigidg que
sdo acionadas durante a infeccao inicial e s&doafuedtais para a sobrevivéncia do
hospedeiro. Estas respostas envolvem desde maasdfagglulasatural killer (NK),
linfocitos T e B, até a producéo de citocinas dtamatorias Thl, tais como IFN-TNF-, e
IL-12 (MACHADO et al, 2012).

A evolucado para a fase cronica € acompanhada dauamento na resposta celular.
Nela, observa-se um aumento de linfocitos T C®4 CD8circulantes. Células
mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) de pi@siecom cardiomiopatia chagasica
produzem mais IFN; TNF-o e IL-6, e menos IL-4 e IL- 10 em comparagao codiviitluos
com a forma IND da doenga (CORREA-OLIVEIRA al, 1999; DUTRAet al, 2005;
GOMESet al, 2005; REISt al, 1993; SALVATELLA, 2007). Em pacientes com a irfao
cronica sintomatica ocorre uma modulacdo da reapasiunolégica para um perfil
proinflamatério, com proliferacéo de linfocitos Tadproducao sistémica de suas citocinas. J&
a infeccdo assintomética seria caracterizada por wupressdo desse perfil, com
predominancia de linfocitos do tipo Th2 e suascoi@s anti-inflamatorias (ABEEt al.,
2001; CUNHA-NETOet al,, 1998; GOMESt al, 2003).
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As células T reguladoras (Treg) sdo uma importéoriee de citocinas regulatorias e
estdo envolvidas no controle da resposta inflanzatidcal, evitando extensa destruicao
tecidual. No entanto, a sua presenca no sitio f@éegéo é frequentemente considerada um
indutor da persisténcia do parasito (BELKAID, 20053 Treg sédo capazes de migrar para o
local da inflamacgéo cardiaca provocada pocruzi suprimindo a func¢do dos linfécitos T
CD4+ e CD8+ efetores. E pode também inibir a afigage linfécitos T auto-reativas por
meio da expressdo de moléculas co-inibitérias (GB)LA& producéo de citocinas supressivas
(IL-10, TGF-b, IL-35) (BAHIA-OLIVEIRA LM et al.,1998; COLLISON LWkt al.,2007;
ZHENG SG.et al.,2004).

Vitelli-Avelar et al. (2005) demonstraram que apesar de observar um #urdan
frequéncia de circulacdo de células NK em todogasentes cronicos, o percentual de
subpopulacdes de células NK COB16'CD56 e CD3CD16 CD56"™ é particularmente
elevado em pacientes IND, sugerindo um possivedlgaptetor destas células no controle da
morbidade durante a doenca crbnica. Estudos feoosi e funcionais demonstraram que as
células NK CD58™ apresentam maior capacidade citotéxica que poglertsu a hipétese de
que este subconjunto de células NK pode contripaiee 0 controle efetivo do parasitismo
tecidual em pacientes IND (LIEK& al, 2004) evitando a resposta imune deletéria criada
por linfocitos T citotoxicas CD8que é relatado na CARD (DUTR&# al., 1994, 1996;
LEMOSet al.,1998; VITELLI-AVELAR et al.,2005).

Enquanto a forma IND é considerada uma situacdeaidlibrio” entre o parasito e 0
hospedeiro, e caracterizada por uma resposta irpregminantemente anti-inflamatoria,
(DUTRA et al.,2009).Nas formas sintomaticas da DC crbnica, asifesdacdes estdo
relacionadas com a ocorréncia de uma reacdo m@giafbria nos oOrgdos afetados,
especialmente em locais onde antigeno3.deruziforam encontrados (FUENMAYOR
al., 2005).

2.9.1Sistema imune inato

O sistema imune inato € a primeira linha de defesapnsiste em um sistema
primitivo que protege contra patdégenos, contandu barreiras mais amplas, porém menos
especificas, tais como a linha inerte da superticiporal, pH, movimento ciliar e enzimas
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Este é composto por léreentos que agem em conjunto
para manter a protecdo contra patdégenos: os medgdoluveis, incluindo componentes do

sistema complemento e MBL; as barreiras epitelassgefesas celulares como os fagdcitos,
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células NK; os fatores da coagulacdo; e os receptde reconhecimento padrdo (PRRs), que
desencadeiam cascatas de sinalizacdo proinflamsit@Ret al, 2009; TAKAHASHI et al,
2010).

Os PRRs sao capazes de se ligar a diferentesdigpaganjos moleculares associados
aos patogenos (PAMPs). Estes receptores ativadeschdeiam a estimulacdo das células de
defesa e a producdo de peptideos que eliminambgegrai. Os receptores Toll-like (TLR), as
colectinas e as ficolinas constituem uma importatasse de PRRs. Dentro das colectinas
humanas, a MBL é uma das mais bem estudadas, sendexemplo de proteina
reconhecedora de determinados tipos de carboidmdosuperficie de patdgenos, que
constituem uma classe de PAMPs (WORTHLEY; BARDY; MUGHAN, 2005).

2.9.2 Sistema complemento, MBL e doenca de Chagas

Para oT cruziestabelecer uma infeccdo é necesséario a evasd@spuasta imune do
hospedeiro. O primeiro mecanismo de defesa do Hespecontra o parasito € o SC, que é
composto de 30 proteinas séricas ativadas em aagoatculmina na lise do mesmo. Existem
trés vias do complemento que levam a lise dos ageydtogénicos através da formacgdo de
um complexo de atague a membrana (CEST&RIl, 2008). A via alternativa ndo requer a
presenca de anticorpo para sua ativacao, inicisedmm a ativacdo do fragmento C3. A via
classica é ativada pelo complexo antigeno-anticdkpoa das lectinas é ativada pela MBL e
ficolinas (TURNER, 2003As trés vias convergena proteolise da proteina C3 gerando
produtos biologicamente ativos, denominados C3lua ge liga as superficies celulares
microbianas ou ao anticorpo ligado ao antigeno (ABB2012).

O SC se mostra crucial para controle de doencas) e@DC, matando tripomastigotas
metaciclicos dé. cruzisuscetiveis (CESTARI;, RAMIREZ, 2010). Para a igfx do
hospedeiro ser bem sucedida € necesséario queesstapistentes contornem a ativacdo do
complemento, produzindo varias proteinas inibidotais como a protein@omplement C2
Receptor Inhibitor TrispanningCRIT), que inibe a via da lectina (CESTA®& al, 2009).
Além de escapar ao ataque do complemento, o0s tagtigpotas metaciclicos tém a
capacidade de invadir as células hospedeiras (YDSHR006). Além do seu papel no
controle da infecgdo aguda, a ativagdo do SC tanga#ete agir por meio da deposi¢cédo de
complexos de ataque da membrana sobre o tecid@carde pacientes chagasicos cronicos
(BOLDT et al.,2009).
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A via da lectina é ativada ap6s o reconhecimentoRIBMPs pela MBL ou ficolinas
com subsequente ativacao de enzimas associadasiguenhecidas como MASPs, que sdo
proteinas associadas a MBL circulante (FUJEEAI, 2002). Estas se ligam a uma gama de
carboidratos comuns aos patdgenos, por exemplonin@s de manose ou N-
acetilglucosamina (GIcNAc) em glicoproteinas ou gafimeros de carboidratos, incluindo
SA85-1, a principal glicoproteina de superficidatana amastigota d®. cruzi(KAHN et al,
1995; WEISet al, 1992).

Por meio de estudos de associacéo entre MBL e dsesurgiram evidéncias do papel
dessa proteina na modulacéo da inflamacédo (TURIREB3). O mecanismo através do qual
a MBL pode induzir uma resposta inflamatoria néi& etaro, mas sabe-se que a mesma €
capaz de promover a inflamacédo através da moduldg&e dependente de citocinas, tais
como IL-1o e IL-18, e IL-10, e IL-6 (FRASERt al, 2006).

Luz et al.(2009) observaram niveis de MBL aumentados nosgares cardiacos da
DC, isso se deve provavelmente, ao processo inftarnaprogressivo caracteristico da
cardiomiopatia chagéasica crénica. Apos a lesdoedold cardiaco provocada pelo parasito,
novos epitopos antigénicos sao expostos, podermtoeo@ ligacdo da MBL a carboidratos
anteriormente sequestrados, ativando o sistema leomapto e intensificando a reacédo
inflamatoria.

A auséncia de anticorpos especificos conti eruzi,durante a infeccdo aguda
reforca a importancia da via da lectina na respiosti®e inata do hospedeiro. Por outro lado,
quando a via da lectina é bloqueada, a morte dasjparé inibida de forma significativa a
curto tempo de incubagdo. A MBL, L- e H-ficolina ligam a superficie de epimastigotas
deT. cruzie ativam a via da lectina levando a morte mediada@mplemento. Em contraste,
tripomastigotas metaciclicos infecciosos expresS&1IT em sua superficie, 0 que em contato
precoce com soro humano normal inibe a ativacaoadda lectina. Este mecanismo permite
a evasao dos parasitos para sobreviver e Ihestpgomogredir na infecgédo (CESTARI al,
2009).

E importante ressaltar que os estudos de polinaofide nucleotideo Gnico (SNP) em
humanos indicam uma possivel funcdo da MBL ou wssociadas a MBL, tais como
MASP2, na regulacdo da cardiomiopatia induzida pele@ruzi(BOLDT et al, 2011;
WEITZEL et al, 2012). Além disso, também é possivel que a MBluémcie a inflamacgéo
cardiaca através de um mecanismo indireto. Indepeechente disso, o papel da MBL na
regulacdo das respostas do hospedeiroT.a@ruzicontinua a ser investigado
vivo (ROTHFUCHSet al, 2012).
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2.9.3 MBL e outras doencas

Estudos vém mostrando a importancia da MBL na sbiade ou protecao frente a
algumas infeccbes. Mirandd al (2008) demonstraram que altos niveis de MBL aé&sno
associados com a gravidade dos sintomas da lefisspiOs pacientes apresentavam niveis
séricos mais altos (>1000ng/mL), quando comparados0s pacientes controles, sugerindo
assim, uma associacao dos niveis da MBL com adadgida doenca.

Halla et al (2010) concluiram que ha associacdo da infeceBoyirus da hepatite C
(HCV) e a gravidade da fibrose hepatica com oalebriantes do gendBL2. Os alelos
variantes deMBL2 expressam niveis baixos de MBL e sdo associadusacsuscetibilidade
pela infeccdo do HCV. O virus da hepatite B, tamii@nassociado com a alta frequéncia de
alelos variantes do gendBL2. No grupo de infectados pelo HBV foi encontrado um
aumento significante dos haplétipos associados mioris baixos de MBL, dessa forma, foi
sugerido que a MBL tenha um papel protetor freniaféccdo pelo HBV (FILHOet al,
2010).

Resultados de um estudo realizado por Vasconetlak (2011), demonstram que 0s
niveis séricos da MBL em pacientes com hansengsanfiuenciados pela idade e pelos
gendtipos daVIBL 2, porém ndo encontraram evidéncias da associacapafiosorfismos
genéticos dd/BL2 com a propensao para hanseniase.

Altas concentracbes de MBL podem favorecer as ¢dkes, principalmente, por
organismos intracelulares, como por exemplycobacteriumque utilizam a opsonizagéo
para penetrar na célula do hospedeiro. Benal. (2004), chegaram a concluséo que altos
niveis de MBL podem esta envolvidos na patogéneséuberculose. A probabilidade de
desenvolver leishmaniose visceral também foi caciehada com os niveis de MBL. Essa
proteina se mostrou capaz de modular a evoludgaalda infeccdo pokeishmania
chagasi(SANTOSet al.,2001).

O papel da MBL em algumas doencas é relativo, egaunads condi¢cdes altas
concentracdes podem ser prejudiciais, por exacerlvasposta inflamatéria do hospedeiro.
Em outro casos, a deficiéncia dessa proteina paide@acionada com maior suscetibilidade
a algumas infecgbes. Muitos questionamentos aiaziant parte desse universo que envolve
estd pequena molécula que é a MBL, portanto, pess|l8d0 necessarias para ampliar o

conhecimento e assim esclarecer essa relacdo Mhedo
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2.9.4 Lectina Ligante de Manose (MBL)

Em 1968, foi relatado um caso de uma crianca cdetgdo bacteriana recorrente
devido a uma deficiéncia de um fator plasmaticob&m desconhecido na época, esse fator
era a MBL. Estudom vitro, utilizandoSaccharomyces cerivisim®mo alvo, mostraram uma
imunodeficiéncia na opsonizacdo do patdgeno. En7,188/BL foi reconhecida como fator
capaz de ativar o sistema complemento em uma réagépendente de anticorpo, revelando
0 mecanismo de imunodeficiéncia. Esses estudosnfaanfirmados através de estudos
genéticos (WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005).

A MBL é produzida pelo figado, secretada na coeres@inguinea e é um importante
componente da imunidade inata ndo especifico, samo das primeiras moléculas a agir
contra agentes infecciosos (SORENSENML, 2005). Por ser uma proteina de fase aguda, em
processos inflamatoérios os niveis da MBL se elevyamdendo ser encontrada em secrecéo
nasofaringea, na mucosa do ouvido médio, no lig@idovial, mas também pode ser
encontrada em condi¢cdes normais, no fluido ammdHEITZENEDER et al.,2012).

A MBL possui um dominio similar ao colageno N-temalie um dominio C-terminal
que reconhece carboidrato @P al, 2009). Os niveis de MBL na circulagdo sdo muito
estaveis e determinados geneticamente. Entre ¢hatigipode variar de 3pug/mL a 50ug/mL.
Essa variacdo reside na ocorréncia de mutacfesgi®nto éxon 1 e na regido promotora
(PETERSENet al.,2001). Ha evidéncias de que ela possui um papsiplexo no
desenvolvimento de varias doencas, como lupus n&iteso sistémico, leishmaniose,
hanseniase e DC. Entretanto a deficiéncia dest fgéralmente esta associada a
suscetibilidade das infec¢cdes (CARVALHDal.,2007; IPet al, 2009) .

A MBL é uma colectina tipo C (Cadependente) solivel que apresenta duas porcdes:
uma porcado semelhante a haste de colageno queag damtivar o sistema complemento e
promover a fagocitose; e outra com o dominio dechg a carboidrato (dominios de lectina).
O calcio contribui para a manutencao estruturatidminio de ligacdo a carboidrato que é
essencial para assegurar a atividade biolégicaBA Bircula predominantemente como uma
proteina sérica. Existem ainda mais trés lectips @ solUveis, as proteinas do surfactante
pulmonar A e D (SPAl1 e SPA2 e a SPD), mas estanasditndo sdo capazes de ativar o
sistema complemento. Também h4 lectinas tipo Cafabrana que funcionam como ligantes
para células (IRt al.,2009).

Estudos com MBL e DC ainda sdo controversos, prt#num assunto que necessita

de alguns esclarecimentos. Letzal, (2009) associaram altos niveis séricos de MBh co
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aumento do risco de cardiomiopatia grave na DCicadrmque pode ser devido ao papel
proinflamatério da MBL em lesdo tecidual, mediad@lop complemento. Alguns
pesquisadores tém dado énfase nesse papel prandiaonda MBL em disturbios cardiacos).
Acredita-se que a mesma aumente a injuria tecidlmgdrocesso inflamatorio que ocorre na
reperfusdo pos-isquémica (CHAM al, 2006). Jordaet al, (2001) utilizando um modelo
experimental, demonstraram que a MBL pode ligagseendotélio causando excessiva
ativacdo do complemento e subsequente dano aotecid

Boldt et al.,(2011) compararam genétipos MASP2em pacientes com DC associada
a cardiomiopatia. Este estudo analisou seis polismos deMASP2em 208 pacientes com
DC cronica e 300 individuos saudaveis do sul dasiBr® estudo revelou que gendtipos
MASP2CD, em sua maioria resultaram em baixos niveiSIA&P2 e, foram associados com
um risco elevado de cardiomiopatia chagasica, swdyeque gendtipo dBIASP2pode estar
relacionado com o desenvolvimento da doenca. O®baiiveis ddMASP2também podem
resultar em falha (ou ineficiéncia) da ativagdovéa da lectina, o que poderia favorecer

infeccdo parasitaria e progressao da doenca.

2.9.3.1 Estrutura

A estrutura da MBL é constituida por oligbmeroswatados por subunidades que se
formam pela associacdo de trés cadeias polipegsidiEnticas, possuindo individualmente
32kDa. Cada cadeia polipeptidica € composta pordaminio de reconhecimento de
carboidrato (CDR), uma regido hidrofobica, chamdeldpescoc¢o”, uma regido colagenosa e
uma regido N-terminal rica em cisteina. As regifelmgenosas interagem formando uma
triplice hélice, cada regido hidrofébica adota ufoama espiralada e os CDRs séo
caracteristicas de proteinas globulares. Interahésfébicas e pontes dissulfeto entre as
regibes N-terminais estabilizam o trimero e asseca em oligdbmeros de duas a seis
subunidades dando origem a uma estrutura quateris@melhante a um “buqué de tulipas”
(Figura 5) (CARVALHOet al.,2007). Essa estrutura permite alta afinidade maagéio entre
os dominios de lectina da MBL e oligossacarideopalégenos. A ligacdo com o patdégeno
muda a conformacdo da MBL, promovendo a ativacdo cdmplexo MBL/MASPs
(HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS, 2003; KILPATRICK, 2002

Por esses motivos a MBL, purificada do plasma saeguou recombinante, podera
ser usada como uma forte candidata como imunotenagssiva para prevenir infeccoes,
amenizando ou tratando algumas doencas (WORTHLERRIBY; MULLIGHAN, 2005).
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Figura 5- Estrutura da Lectina de Ligacdo a Manose
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Fonte: Fujita (2004).
Legenda: a)estrutura génica da MBL e Ficolinagrimacao da subunidade da MBL (polimeriza¢&o); c)
estrutura oligomérica da MBL e Ficolina.

Para MBL se ligar aos grupos hidroxilas 3 e 4 d@séacucares, entre eles manose
(manana), N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-manosamniucose e glucose se faz necessaria a
presenca de célcio, ja o acucar D-galactose, nabgaede maneira eficiente a MBL
(PETERSENet al.,2001). Para que a MBL possa se ligar aos acUpagssntes na superficie
dos micro-organimos € necessario que os trés dosnité lectina de cada subunidade
possuam uma distancia constante de 45A° (PETERSEN,2001; TURNER 2003).

As chances da MBL se ligar as células do hospedgicoreduzidas, visto que, as
glicoproteinas ndo estdo arranjadas de forma timpet estdo a uma distancia entre 20 e
30A°. Acrescido a isso, a maioria das estruturasadloidratos nas células animais termina
com galactose e acido sialico, os quais ndo samhecidos pelas colectinas (BOT@IS
al., 2005; GADJEVAet al.,2001; JACKet al.,2001).

Sao descritos dois genes relacionados a MBL, o MMBlm pseudo-gene, e 0 MBL2,
que codifica a proteina MBL. O gene MBL2 €& composts quatro éxons: éxon 1 que
codifica a regido N-terminal rica em cisteina eaa regido de dominio do colageno; éxon
2 que é responsavel pelo restante da regido dendotai colageno; éxon 3, que codifica a
regido do pescoco; éxon 4 que codifica a regider@ihal, contendo o sitio CRD; e trés
introns (DOMMETTet al.,2006; PETERSENt al, 2001).

Individuos homozigotos para alelo variante (O/Qddpzem MBL de baixo peso

molecular, individuos heterozigotos (A/O) produz&fBL heteroligoméricas que podem
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apresentar poucas moléculas de alto peso moleeutambém moléculas de baixo peso
molecular e os individuos homozigotos (A/A) paralelo selvagem produzem a maior
proporcéao de moléculas de MBL que se apresentaro otigbmeros de alto peso molecular.
Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), geralmente,d&enhados para detectar oligdbmeros
de alto peso molecular, detectando melhor a MBlindeziduos homozigotos para o alelo
selvagem (LIPSCOMBEt al, 1992). Entre os oligdbmeros da MBL, apenas oltepeso
molecular sdo capazes de formar ligacOes eficiamtiesa manose e ativar o SC. Acredita-se
gue a MBL heteroligomérica esteja relacionada catividade de opsonizacao (DEAMN al.,
2006; GARREDet al, 2003).

2.9.3.2 Fungbes

A MBL ativa o complemento por uma via independeddevia classica e alternativa,
muito embora a via das lectinas tenha similaridame a via classica. Ha evidéncias de que a
proteina possua pelo menos quatro funcfes distidtasativacdo do complemento, 2 -
opsonizacao, 3 - modulacdo da inflamacao e 4 célda apoptose (TURNER, 2003).

A ativagdo do SC regulada pela MBL ocorre por nu#digacdo de polissacarideos
microbianos as lectinas e/ou ficolinas circulantse lembram o Clqg. Para que a MBL
consiga ativar a via da lectina € necessario qjgeuraa associacdo com a MASP. Existem
quatro tipos de MASP, MASP-1, MASP-2 MASP-3 e sMMRP19. Apenas a MASP-1 e
MASP-2 tem um dominio serino-protease. Acreditgise a ligacdo da MBL a superficie dos
micro-organismos inicia a autoativacdo da MASP&mtindo a clivagem de C4 e C2 para
formar a C3-convertase (C4b2a). A MASP-1 pareceaclC2 mais ndo C4. A partir da
formacao da C3-convertase essa via segue de manéil@ga a via classica (CARVALH&
al., 2007; IPet al., 2009).

A opsonizagdo € uma importante funcao biolégicM&, visto que suas estruturas
de colageno se ligam a receptores de colectinaemtes nos fagdcitos atuando assim, como
opsonina (Figura 6) (SUMMERFIELBt al.,1997; TURNERet al.,1996). Acredita-se que
para a MBL promover a opsonizacdo nao é necesaativacdo do complemento. Embora o
mecanismo dessa fungdo nao esteja bem definidsympeese que se houver uma atuacao
direta da MBL como opsonina, havera uma interag@o @lguns receptores especificos como
cClgR/calreticulina, C1gRp e CR1, expressos narfoigede células fagociticas (TURNER,
2003).
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O papel da MBL como modulador da inflamacéo paseceeomplexo, e uma possivel
explicacdo seria a capacidade da MBL de desencad#maracdo de citocina proinflamatoria
de mondcitos (DOMMET Et al.,2006).

Algumas evidéncias tém indicado que a MBL podeigar la células apoptoticas e
neutréfilos polimorfonucleares para mediar o atagquee macrofagos. A subsequente
internalizacdo pelos fagocitos mononucleares pastze associada ao receptor cC1gR que se
liga @ MBL pela regido colagenosa (CARVALHDal.,2007, TURNER2003).

Figura 6- Funcdes da Lectina de Ligacao a Manose
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Fonte: Turner (2003).
Legenda: a) modulador da inflamacao; b)opsonizacéo;
c)ativacdo do SC; d)regulador da apoptose.
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3 JUSTIFICATIVA

A DC ainda é responsavel por uma elevada taxa debidacle e mortalidade
(principalmente devido a cardiomiopatia chagasecafomete um grande numero de pessoas
na América Latina, atingindo cerca de 10 milhdes iddividuos em todo mundo
(ORGANIACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002). Alguns autoresostraram que a sobrevida
dos pacientes com cardiomiopatia chagasica € Zezds menor que a dos pacientes com
cardiopatia dilatada idiopatica. A cardiomiopatiagasica corresponde a um terco dos casos
de insuficiéncia cardiaca no Brasil. Um estudo iméitrico brasileiro mostrou que a
cardiomiopatia chagasica é a terceira maior cagsadicacdo para transplante cardiaco no
nosso pais (BOCCHit al.,2001).

Devido a demonstracéo de que a atividade do sistemalemento € importante para
a destruicdo dd. cruzi, individuos que apresentam niveis séricos da MBérados e sua
capacidade de ligacdo modificada, poderiam aprasesgpectros clinicos diferenciados.
Considerando que a ativacdo do complemento pela MB$sa levar ao aumento da
inflamacédo, esta molécula poderia estar associagi@ddade da doenca. Por outro lado,
como uma funcdo protetora, 0os niveis elevados d& lgleriam ser importantes para a
contencdo do parasita pela imunidade inata. Sesaciagdo da MBL com a progressao da
cardiomiopatia chagésica for comprovada, futurameatMBL podera ser utilizada como
marcador dessa progressao.

A elucidacdo de mecanismos imunes que contribuarton&olem a progressdo da
doenca de Chagas € de grande importancia paraivglosnte, estabelecer marcadores
biolégicos de evolugdo do prognostico da doencavésr de marcadores imunolégicos,

orientar a conduta na clinica médica e assim mattegualidade de vida dos pacientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Associar a atividade de ligacdo e os niveis sérilzo®BL com diferentes graus da
cardiomiopatia chagasica cronica.

4.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar capacidade de ligacdo da MBL e comparar amndiferentes graus da
cardiomiopatia chagasica cronica,

b) Quantificar os valores séricos de MBL e comparam cos diferentes graus da
cardiomiopatia chagésica crénica,

c) Estabelecer um indice que relacione a concentrs@dca da MBL com a capacidade

de ligacdo e comparar com os diferentes grausrdeon@opatia chagasica cronica.
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5 PROCEDIMENTOS METOLOGICOS

5.1 Desenho e Populacédo de estudo

O grupo de estudo foi formado por pacientes poremlala doenca de Chagas
cronicos, maiores de 18 anos, de ambos os sexdsdpmes da forma clinica cardiaca e
indeterminada, com dois testes soroldgicos reagerselecionados no Ambulatorio de
Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PREGGAMAFE. O desenho de estudo do
presente projeto € do tipo corte transversal campag de comparacao interna. Um grupo foi
composto por pacientes com a forma CARD, sendoiwdib em CARD leve e CARD
grave e outro grupo com IND. O grupo de pacienteestratificado, segundo a dilatacéo
cardiaca. Individuos sem dilatacdo foram considergécientes com a forma cardiaca leve,
individuos com a dilatacdo foram considerados péesecom a forma cardiaca grave e
individuos sem alteracdes cardiacas ou digestiemamf considerados com a forma
indeterminada. O processo amostral foi determinmaconveniéncia, sendo assim, o grupo
IND é formado por 19 pacientes e o grupo de CAR&gle grave) € formado por 58
pacientes, cada um com 29.

Na rotina do Ambulatério, os pacientes portadoee®@ foram submetidos a exames
clinico-laboratoriais (exame fisico, raios X costemlo de esbéfago, raios X de térax,
eletrocardiograma) e sorologia para infeccdo pelaruzi para categorizacdo das formas
clinicas IND, DIG, CARD ou MIS. A interpretacdo desames e a consequente classificacdo
dos pacientes que foram selecionados para estdoefturealizada pela equipe médica do
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiénciali@dea do PROCAPE-UPE.

5.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunopaial e Biologia Molecular
(LIBM), ligado ao Departamento de Imunologia, donCe de Pesquisas Aggeu Magalhaes/
Fiocruz-PE e no Ambulatério de Doenca de Chagasufitiéncia Cardiaca do PROCAPE-
UPE, ambos situados na cidade de Recife, Pernambuco

O LIBM desenvolve pesquisas em doencas infecciegaarasitarias de importancia
em saude publica, com o objetivo de contribuir pgegear conhecimento e controlar essas

doencas.
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O Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéneiedi@ca do PROCAPE-UPE é
considerado um centro de referéncia no atendingmfmaciente portador da DC no Nordeste
do Brasil. Existem aproximadamente 1.800 pacieotekastrados, com uma meédia de 200
consultas por més (OLIVEIRA JR., 2009).

5.3Critérios de Inclusédo e Excluséo
Os critérios de inclusdo utilizados nesse estudanigacientes portadores de doenca
de Chagas crbnica confirmada por dois testes gpool® positivos, maiores que 18 anos,
forma clinica definida, ter alteracdo cardiacan(@rcardiaca) ou ndo apresentar sintomas
relacionados com a doenca de Chagas (forma indetsia).
Pacientes que embora atendam aos critérios des@m;lumas apresentem coinfecgcao
como HIV, doencas auto-imunes ou doencas parastaesquistossomose, amebiase,

giardiase) foram excluidos desse estudo.

5.3Consideracdes Eticas

A conduta de inclusdo dos pacientes portadoredacd de Chagas e os protocolos
experimentais realizados neste projeto foram prestde aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPgAM/Fiocruz, sob o parecer de n©Q®/2ZZAAE 0001.0.95.000.10 (Anexo 1
e 2). Os pacientes envolvidos neste estudo tivgrarticipacdo voluntaria, apos leitura e
assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Escido” (Apéndice 1). Eles também
responderam a um formulario de pesquisa, para ¢dette dados clinicos e epidemioldgicos
dos mesmos (Apéndice 2). Todos os individuos emadvneste estudo tiveram 5 mL de seu
sangue coletado, através de um tubo adaptado aagoiba, estéril e descartavel, para

posterior analise da concentracdo sérica e atigidadigacado da MBL.

5.40Obteng&o das Amostras

A coleta das amostras de sangue periférico foizegd, no periodo de novembro de
2010 a agosto de 2012, no Ambulatério de Doenc&hbgas e Insuficiéncia Cardiaca do
PROCAPE-UPE, seguindo as normas de biosseguraeceada paciente, foram coletados 5
mL de sangue em tubo sem anticoagulante (tudo sEwopuncdo venosa. O sangue total

coletado foi centrifugado para a retirada do sawe €pi utilizado para determinacdo da
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concentracdo e capacidade de ligacdo da MBL. Tadammostras foram armazenadas no
LIBM a -20°C.

5.5Processamento das Amostras

5.5.1Dosagem de MBL

A dosagem sérica da MBL foi feita medindo-se a Mig alto peso molecular (forma
oligomérica), por meio da técnica de ELISA, ckits Humam MBL Quantikine ELISA da
R&D system$, de acordo com as orientacées do fabricante.

A técnica consiste no uso de placas com microppgggamente cobertos com um
anticorpo monoclonal de captura anti-MBL, que ga ko dominio de ligacdo a carboidratos
da MBL. Inicialmente adicionou-se 50 pl do diluerde ensaio, posteriormente foram
adicionadas, em posicdes pré-determinadas, 50 g ha@stras de soro diluidas, além dos
controles necessarios, foram entdo incubadas pas taras no agitador. Assim, a MBL
presente nas solucdes se fixou aos po¢os cobertoarmticorpo de captura.

ApoOs duas horas de incubacédo e 3 lavagens comp@BSretirar o material nao
fixado (processos repetidos nas préximas etapasl)adicionado 100 pl do anticorpo de
deteccdo monoclonal conjugado com peroxidase sndabado por duas horas no agitador.
Este anticorpo detectou as moléculas de MBL ligadasmnana aderida na placa através dos
dominios de ligacéao livres.

O processo de lavagem foi repetido, para a adiead0@ul da solucdo. A placa foi
incubada por 30 minutos, protegida da luz. Apos essiodo 100ul da solucdo de parada foi
acrescentado, parando assim a reacdo enzimatigaapi@itura ser realizada. A leitura foi
realizada com um comprimento de onda de referaeid50nm, comprimento de onda de

correcao de 540 ou 570 nm.

5.5.2Padronizacéo do ELISA de Capacidade de Ligacéo Ba M

Para a padronizacdo da técnica do ELI@nzyme-linked immunosorbent assay)
foram avaliados os seguintes critérios: tipo degléempo e temperatura de incubacgéo, agua
para o preparo dos reagentes, concentracdes dgmntes e a curva padréo. Para definicao

das melhores concentracdes ou diluicbes seriadssrabgentes, foi realizada avaliacéo
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simultanea de dois ou mais parametros. Os expetasidaram iniciados em dezembro de
2012 e finalizados em margo de 2014.

No inicio dos testes de padronizacdo, para séimagfio da placa, o tempo de
incubacao foi de 3 horas e 30 minutos, que no decda padronizacao foi reduzido para 3
horas.

Para o bloqueio da placa foi utlizad®ovine Serum Albunim(BSA)
(LOTE#028K0759). A concentracdo do BSA inicialmeata 10% e foi reduzida para 1%.
Foram avaliadas as melhores diluicbes de sorocaapt anti-MBL e estreptavidina+HRP.
Para isso foram testadas as seguintes diluicdasopswro: 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
e apos resultados, foi estabelecida como melhoicdd do soro a de 1:5. Para o conjugado
(anticorpo anti-MBL- LOTE L0308) foram testadasdiisicbes 1:2000 e 1:2500, onde ficou
estabelecida a de 1:2500. Para estreptavidina+HRFP 27) foram testadas 1:200, 1:4000 e
1:5000 e apds resultados ficou estabelecida asd®Q.:

Os tipos de placas testados foram NuncMaxiSorp®,ncRalySorp® e a
NuncMaxiSorp® teve melhor desempenho.

A agua usada para preparar os tampoes (lavagementtil e bloqueio) foi testada.
Iniciamos a padronizacdo com agua destilada e ideis, no decorrer da padronizacdo
observou-se melhor desempenho com &gua ultra-pura.

Para construgcao da curva padrao foram testadadrasd#ferentes, com sete pontos
em duplicata, nas concentracdes 640 ng/mL(200 A2) ng/ML (100AU), 160ng/mL
(50AU), 80ng/mL (25AU), 40ng/mL (12,5AU), 20ng/mi6,25AU), 10ng/mL (3,125AU).
Inicialmente, a curva foi construida por diluic@esiadas (obtidas através de padronizagéo)
de um soro padréo, genotipado para gene da MBLIifapfoi testada a construgéo da curva
padrdo com MBL padrdo humana 1000 AU (unidadegrariais) doStatens Serum Institut,

Copenhagen Dinamarca.

5.5.3 Avaliacao da Capacidade de Ligacao da MBL

A capacidade de ligacdo da MBL foi medida atrav@€tISA produzidoin house
Esse ensaio teve como objetivo avaliar a atividbelbgacdo da MBL, ou seja, as moléculas
gue estdo aptas a se ligar aos carboidratos pesseas superficies de alguns patégenos. A
sensibilizacdo da placa de ELISA (Nunc-Maxisorp@dbarca) foi realizada revestindo os
micropocos com 50ul de uma solucdo contendo man@n&accharomyces cerevisiae

purificada, pelo professor Jeans C Jensenius, daetdidade deAarhus Copenhagen,
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Dinamarca, em uma concentracao de 100pg/mL e ideud&7°C em camara umida por trés
horas. A placa foi lavada trés vezes coampéo Salina Tris com Tween 20 (TBS-T). O
tampéo TBS tem como objetivo manter o pH em tomd d, pH esse, proximo ao do corpo
humano e que durante a reacao, facilita a ligagéigemo-anticorpo. A adicdo do detergente
Tween 20 permite uma lavagem mais efetiva, resiidtana diminuicéo da coloracdo de fundo
nao-especifica.

O bloqueio dos sitios de ligacdo inespecifica dasrapocos foi feito com uma
solucédo de BSA a 1% em TBS e incubando 100 pl mpeoa hora em camara Uumida a
temperatura ambiente (TA). Apds essa incubacftaca foi lavada trés vezes com TBS-T.
Apoés essa etapa, ha possibilidade de estocar a pla®@0°C, podendo ficar armazenada por
um periodo de aproximadamente 30 dias.

Amostras de soro foram diluidas na proporcédo deemi3ampéao diluente, composto
por TBS, BSA e cloreto de calcio. O BSA a 0,5% eloreto de célcio a 0,005 M
(0,555¢g/100mL). A MBL padrdo humana também foi idiélu com tampdo diluente nas
concentracbes de 640 ng/mL, 320 ng/mL, 160ng/mL,n8ImL, 40ng/mL, 20ng/mL,
10ng/mL A adicéo do cloreto de calcio tem como tapeestabilizar os dominios de ligacao
da MBL a manana. Em seguida, foram aplicados 5faglamostras diluidas em cada poco,
em duplicata, e a placa foi incubada por duas hard8A em cémara Umida. Apés a
incubagéo, as placas foram lavadas trés vezes BSnlT

A etapa seguinte foi a adicdo de 50 pl do anticameMBL marcado com biotina,
diluido em tampéo diluente na diluicdo de 1:250ul¢ obtido durante a padronizacédo do
ensaio). A placa foi incubada por uma hora a TA@sasse periodo, foram realizadas outras
trés lavagens com TBS-T.

Consecutivamente, foram adicionados 50 pul do cagjagle estreptavidina+tHRP na
diluicdo de 1:5000 (titulo obtido durante a padzagéo do ensaio) em tampéo diluente. A
estreptavidina tem a funcao de se ligar a biotmartticorpo anti-MBL e a HRhérseradish
peroxidasgtem a funcéo reagir com o cromogeno. Apos a adigdlaca foi incubada por 45
minutos a TA e em seguida foi novamente lavadadrpervezes com TBS-T.

O substrato cromégeno deve ser preparado com gasoly (tetrametilbenzidina-
TMB- BD reagentese solucédo B (peroxido de hidrogéB® reagentesna proporcao de
1:2. A preparacdo dessa solucdo deve ocorrer emoatos antes da adicdo, mantendo ao
abrigo da luz. Deve-se entdo adicionar 50 ul desk&cdo em cada poco e incubar por 15
minutos também ao abrigo da luz. Houve o desenwelnio de cor azul, o qual é

proporcional a atividade de ligacdo da MBL.
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Ao final dessa incubacéo, foi adicionado 50 pl d8® a 2 N, havendo mudancga da
cor azul para amarela, caracterizando a parad@a@ao, por mudanca brusca do pH. A

leitura da reacéo foi em absorbancia com filtropdé® de comprimento de onda 450nm.

5.5.4Manose binding index- Mbi

O Mannose binding index (Mbi) foi desenvolvido mesistudo e consiste em um
indice que busca avaliar a atividade de ligaca®Ba, através da proporcao estabelecida
entre a concentracdo sérica (CS MBL) e a sua aigudeide ligacdo da MBL (CL MBL). Por
meio de uma razao estabelecida entre os resultddmods em cada ELISA. A partir desse
indice € possivel observar a proporgédo de MBL atovaoroMbi= CS MBL /CL MBL.

Uma alta capacidade de ligacdo da MBL pode est@&ioglada com o maior nimero
de moléculas oligoméricas. Através da relacdo ewdgraniveis séricos e a capacidade de
ligacdo da MBL, pode-se inferir a razdo entre akouas funcionais (capazes de se ligar ao
carboidrato), oligoméricas e as moléculas hetesoiigricas.

5.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi atrdegsrograma GraphPad Prism versao
6° e o Microsoft Excélconsiderando um valor de p< 0,05 como estatistiogne
significativo. Gréficos foram utilizados para ammesr as variaveis, medidas descritivas
como média, mediana e desvio padrédo também fordimadas. Os dados relativos aos niveis
séricos e a atividade de ligagdo da MBL foram testaquanto a normalidade usando o teste
Shapiro-Wilk . Para analise comparativa das vaisageantitativas foram utilizados os teste
t-studentpara comparacao entre dois grupos, ou ANOVA paia ne dois grupos, quando o
observado o pressuposto de normalidade. Quando&st®i observado, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney para comparacéo entre dois grupo&raskal Wallis para comparacao

entre mais de dois grupos.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas epidemiolégicas

Dos pacientes portadores da doenca de Chagaselégas para esse estudo, 73% séo
do sexo feminino e 27% do sexo masculino. A médiadde entre os pacientes foi de 57,97
+ 11,77 anos. Quando se estratificou por faixasast@bservou-se um o maior percentual de
idosos (maiores de 60 anos), como pode ser obsenaadabela 1.

Com relagéo as formas clinicas, foram incluidosndividuos portadores de doenca
de Chagas cronica, apresentando a seguinte digftbul9 pacientes com a forma
indeterminada (pacientes assintomaticos) e 58 guanéa da cardiomiopatia chagasica
cronica. Entre os portadores da forma cardiacarebs-se a seguinte distribuicdo: 29 com a
forma grave, sendo 20 pacientes do sexo feminidale sexo masculino; e 29 com a forma
leve, sendo 24 pacientes do sexo feminino e 5 xlo m&asculino. Mesmo havendo um maior
numero de mulheres, ndo houve diferenca estatistice significante, quando ha
comparacao entre os grupos (Tabela 1).

A maior parte dos portadores de doenca de Chagakadns nesse estudo é
proveniente de municipios do estado de Pernami@3@6, sendo a maioria da Zona da Mata
de Pernambuco, (Timbauba, Carpina e Vicéncia, 1B4s 16,88% restantes pertencem a
municipios da Paraiba, Alagoas e Piaui.

Todos os pacientes com a forma grave da cardiotgop@resentaram dilatacdo
cardiaca, e seis dos 29 individuos que compdemgespe, apresentaram FEVE (fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo) compensaes0%) devido ao uso de medicamentos
cardiotdnicos, o restante apresenta uma FEVE <50%gpacientes com a forma cardiaca leve
e indeterminada apresentam a FE¥®)% e todos sem dilatagdo cardiaca. A mediana da
FEVE no grupo cardiaco grave foi de 44% com minil@@4%e maximo de 62%, a mediana
da FEVE no grupo cardiaco leve foi de 69% com minilm 65%e maximo de 80%, mediana
da FEVE no grupo de indeterminado foi de 65% comimo de 57%e maximo de 77%. A
comparacao entre os grupos de cardiacos gravesliaass leves encontrou um p<0,0001,
cardiacos graves e indeterminados encontrou umO@&D, e os cardiacos leves e
indeterminados p=0,002. Portanto, identificamosrdifica estatisticamente significante entre
0s grupos estudados (Tabela 1).

Com relacao ao tratamento, foi observado que 41 @&&8pacientes que participaram

desse estudo receberam tratamento com Benzonidaatk os pacientes com a forma
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cardiaca grave, 37,93% foram tratados; entre odiazans leves, 48,27% e entre 0s
indeterminados, 36,84% fizeram tratamento para gloele Chagas. Ao compararmos 0sS

grupos, nao foi encontrada diferenca estatistgrafgiante (Tabela 1).

Tabela 1 -Caracteristicas clinicas de portadores de doen¢zhdgas crbnica atendidos no Ambulatério de
Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pr@doorro Cardiolégico Universitario de
Pernambuco/Universidade de Pernambuco-PROCAPE/UPE

Card Card Leve Ind
Grave (n=29) (n=19) pl p2 p3
(n=29)
Sexo (F:M) 20:9 24:5 12:7 0,35 0,75 0,17
Idade(MédiaxD.P) 60,3+10,1 59,5+11,2 52,0+13,5 0,77 0,02 0,04

Mediana FEVE 44 (24-62)% 69 (65-80)% 65(57-77)% <0,0001 <0,0001 0,002

Tratamento 11:18 14:15 7:12 0,59 1.0 0,55
(tratados:ndo

tratados)

Fonte: Elaborada pelo autor
Nota: F: feminino; M: Masculino; D.P: desvio padr&&VE: fracéo de ejecdo do ventriculo esquerdo; pl
Card Grave x Card Leve; p2: Card Grave x Ind; pg&dQ.eve x Ind

6.2 Concentracao sérica da MBL

Os niveis séricos de MBL foram avaliados nos 77epées do estudo, através de um
kit de imuno-reconhecimento. Para analisar os tado$ dos niveis séricos, primeiramente
foi realizado teste de hipotese de Shapiko-Wilkfinra de evidenciar a suposicdo de
normalidade em cada um dos grupos. Nos gruposaitd&cos graves foi obtido um p= 0.09,
no grupo dos cardiacos leves p= 0.28 e no grupaditerminados p= 0.48. Considerando
um nivel de significancia de 5%, nao rejeitamosipdthse inicial, ou seja, as variaveis
seguem uma distribuicdo normal.

As médias e os desvios padrdao dos valores obtiéodMBL sérica foram de
2099+1390ng/mL na forma cardiacos grave, de 2158 Hg/mL na forma cardiaca leve e
de 2159+872,3 ng/mL nos pacientes com a forma encétada. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valoresicgagr de MBL dos pacientes quando

comparados entre os grupos (Gréfico 1).
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Grafico 1 - Concentracdo sérica de Lectina de Ligacdo a Maeos@acientes com a forma cardiaca leve e
grave e indeterminada da doenga de Chagas do Ambalde Doenga de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca
Pronto Socorro Cardioldgico Universitario de Perbaao/ Universidade de Pernambuco PROCAPE/UPE
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: O gréfico representa a concentragcdo s#itéBL em ng/mL nos grupos com cardiomiopatia leve

grave e no grupo indeterminado. IndetermineelsusCard leve p=0,99; Indeterminado versus Card grave
p=0,86. Card Leve versus Card grave p=0,86.

O teste de Tukey também foi utilizado para testadifarenca entre os grupos
dividindo os pacientes em concentracdo de MBL "a[te2000ng/mL), “intermediario”

(1000-2000ng/mL) e “baixo” (<1000ng/mL) (Grafica. 2)



AZEVEDO, E.A.N. 49

Gréfico 2 - Concentracdes: baixa, intermediaria e alta de hacte Ligagdo a Manose sérica em pacientes com
as formas cardiacas e indeterminada da doencaatm€do Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficié

Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico Universitide Pernambuco/Universidade de Pernambuco -
PROCAPE/UPE

Pacientes (%)

]
8

5
8

N . .
0,00 —_— I

<1000 1000-2000 =2000
MBL (ng/mL)

Grave Mleve MIndeterminado

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Percentual de pacientes dividido pelati#&tacao dos niveis séricos de MBL (ng/mL)

Depois de realizar a comparacdo entre 0s grupas, foidencontrada diferenca
estatisticamente significante (Tabela 2). No eatanbservou-se uma leve tendéncia quando
se comparou os cardiacos graves e 0s indeterminadgsipo de baixo- produtores de MBL.
Os pacientes com a forma cardiaca grave repreagntargrupo com maior prevaléncia de
baixo-produtores de MBL, enquanto o grupo de paegecom a forma indeterminada sao
considerados altos produtores de MBL

Tabela 2 -Percentual de pacientes dividido pela estratifioalis niveis séricos Lectina de
Ligacdo a Manose (ng/mL

Grave Leve Indeterminado pl p2 p3
(n°)  (n% (n°)
>2000 15 17 11 Referencia Referencia Referencia
1000- 5 6 6 1 0,71 0,72
2000
<1000 9 6 2 0,53 0,26 0,68

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: p1: Card Grave x Card Leve; p2: Card Gralrdx p3: Card Leve x Ind
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O percentual dos pacientes que produzem MBL ef@08-2000ng/mL foi de 17,24%
entre os pacientes cardiacos graves, 20,69% ettienpes cardiacos leves e de 31,57% entre
pacientes indeterminados. O percentual dos pasiegte produzem MBL maior que
2000ng/mL foi de 51,73% entre os pacientes cardigcaves, 58,62% de pacientes cardiacos

leves e de 57,9% entre pacientes indeterminadd=(d 8).

Tabela 3 - Frequéncias das concentracfes estratificadas e, batermediaria e alta de Lectina de
Ligacdo a Manose sérica em pacientes com a fornddaca leve e grave e indeterminada da doenca de
Chagas atendidos no Ambulatério de Doenca de Chadasuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardioldgico Universitario de Pernambuco/Univerdelde Pernambuco - PROCAPE/UPE

Formas clinicas

. Total
Leve Indeterminado| Grave
) N 6 2 9 17
Baixo
% 20,7% 10,5% 31,0% 22,1%
Concentragao N 6 6 5 17
MBL Intermediario 5 . . "’ .
(ng/mL) Yo 20,7% 31,6% 17,2% 22,1%
N 17 11 15 43
Alto
% 58,6% 57,9% 51,7% 55,8%
N 29 19 29 77
Total
% 100,0% 100,0% 100,0%200,0%

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.3 Capacidade de Ligagao da MBL

A capacidade de ligacdo da MBL foi avaliada em &@igntes portadores da doenca
de Chagas, os mesmos que tiveram 0s niveis sélachBL dosados, e foi avaliada segundo
0s parametros selecionados na padronizacao.

Apods algumas analises, ficaram estabelecidos asindeg parametros: a agua que
deve ser utilizada para realizacdo desse expemmé&na agua ultra-pura, que a melhor
diluicdo para o soro foi de 1:5, para o conjugamladé 1:2500 e para a estreptavidina+tHRP
foi de 1:5000. Para construcao da curva padraoastaanescolhida foi MBL padrdo humana
(1000 AU e 3,2 ng/mL) d&tatens Serum Institut, Copenhagen Dinamakcplaca escolhida
foi NuncMaxiSorp®.

A atividade variou de 2-2.451 UA/mL no grupo indetaado, de 9-7.192 UA/mL no
grupo cardiaco leve e de 5- 5.766 UA/mL no grupdieao grave. Quando se confrontou o

grupo de cardiacos grave com cardiaco leve obsessoum p= 0,11, por tanto nao
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apresentou diferenca estatisticamente significaMe. entanto, quando se compara 0sS
pacientes indeterminados com os pacientes cardigemges (p=0,03) e 0s pacientes

indeterminados com o0s pacientes cardiacos leved),QpF encontra-se diferenca
estatisticamente significante

Gréfico 3 - Capacidade de Ligacdo da Lectina de Ligacdo a Mamras pacientes das formas cardiacas e
indeterminada da doenca de Chagas cronica do Atdbiolale Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca
Pronto Socorro Cardioldgico Universitario de Perhaao/Universidade de Pernambuco - PROCAPE/UPE.

2500+
2000+
1500+

1000+

Atividade MBL

5004

0

|
Indeterminado Leve Grave

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.4 Mannose binding index- Mbi

A razdo entre os resultados obtidos da dosagemaséricapacidade de ligacgéo,
estabeleceu um indice que tornou possivel a infex@® moléculas ligantes no soro. Apés
a formacao davibi, foram analisados por grupos, e foi observadaatif@a estatisticamente
significante entre todos eles. Quando se realizogomparacdo entre 0s pacientes
indeterminados com cardiacos leves, foi observéfdeedca estatistica com p=0,02; entre
os cardiacos leves e cardiacos graves o p= 0,0ftre @ grupos de indeterminados e
cardiacos graves o p< 0,0001.
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Gréfico 4 - indice da relagdo entre os niveis séricos e capaeide ligagdo da Lectina de Ligagcdo a Manose
em pacientes das formas cardiacas e indetermigadaeh¢a de Chagas cronica do Ambulatério de Dagaca
Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socoardi@légico Universitario de Pernambuco/ Univerdigla
de Pernambuco - PROCAPE/UPE

0.8- [FROSS p<0,0001 ----------- 1
r--- p=0,02 ----1

0.6+ r--- p=0,01 ---=
o -
= 04

0.2-

0.0 T

Indeterminado Leve Grave

Fonte: Elaborada pelo autor.
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7 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a capacidade de recmenée da MBL a manana difere
entre pacientes com doenca de Chagas, nas formeterminada e cardiacas. Enquanto os
niveis séricos de MBL determinados por imuno-reegithento através de anticorpos
monoclonais ndo apresentou diferenca entre os gragpmdados. Portanto, na tentativa de
compreender a relacdo entre as moléculas de MBldupidas e as moléculas que
apresentassem uma atividade de reconhecimentsgongente, foi criado um indice, o Mbi,
o qual foi capaz de distinguir uma diferenca maisntuada entre as formas cardiacas. Os
resultados empregando o Mbi sugerem que, nos pesieom a forma grave da doenga de
Chagas existe uma maior proporcdo de moléculas & kbm maior atividade de
reconhecimento a manana em comparacao as forntiagateve e indeterminada (p= 0,01 e
p=0,0001).

A populacdo em estudo apresentou um maior niumeraulleeres (72,7%) e idosos
portadores da doenca de Chagas, que é um peditesistico, o qual também foi observado
por Alveset al.(2009). A idade dos pacientes variou de 27 a 7@ aom a média de
57,97 +11,85 anos. Os individuos com a forma cardiaceegapresentaram uma média de
60,31 +10,16 anos, enquanto os pacientes cardieoes a média de 59,5110,16 anos e
indeterminados média de 52,04.3,58 anos. O trabalho de Bozellial (2006), encontrou
resultado semelhante com relacdo a média de idasleacientes atendidos no servico de
internacéo (61,2 anos * 12,8), aproximadamente d@pacientes estudados eram idosos.

Em relacdo a dosagem sérica de MBL utilizando uranmrreconhecimento por
anticorpo monoclonal (R&D Systeff)sndo houve diferenca significante entre os grupos.
Entretanto, quando se fez uma estratificacdo dedggeis, observou-se uma maior proporcao
de individuos com niveis mais baixos de MBL na faroardiaca grave (31,0%) quando
comparado as formas cardiaca leve; 20,7% e indetadan 10,5%. Luz et al 2009, também
ndo encontraram diferenca estatistica entre asafowtinicas estudas e os niveis séricos de
MBL, embora tenham encontrado associacao de nieeMBL mais altos (>1000ng/mL) em
relacdo a idade associada a gravidade da cardiatidaghagasica.

Contudo, uma comparacgao direta entre o presentelcegt o estudo de Lu al
(2009) nédo pode ser feita, devido a diferenca dakssukilizados para dosagens da MBL. No
atual estudo foi utilizado kit R&D Systefhyenquanto no estudo de Leizal empregou o kit
da Antibody Shop®. A diferenca principal entre dss krefere-se a especificidade dos

anticorpos de captura de MBL em cada ensaio, padkeader um reconhecimento diferente.
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De fato, Garreet al.(2003) demonstraram que dependendo da espedcifecida anticorpo
monoclonal moléculas heteroligoméricas podem send@n reconhecidas pelo ensaio de
ELISA.

Quando avaliamos a atividade da MBL, observamosretica estatisticamente
significante, ao comparar o grupo leve com indeirgao o= 0,02); e cardiaco grave com
indeterminado = 0,03), fato este, ndo observado entre as dosageitas, onde 0s niveis
Séricos entre 0s grupos estdo, praticamente, dgoiea. Sugerindo, que o kit utilizado para a
dosagem pode reconhecer tanto moléculas oligonsédcanto moléculas heteroligoméricas,
as quais apresentam uma capacidade diferenciabagid ao carboidrato (DEAMt al.,
2006; GARREDet al., 2003; JENSENIUSet al., 2009). Sendo assim, 0s anticorpos
monoclonais de captura, do kit utilizado em nostod®, puderam reconhecer uma regiao da
molécula de MBL comum as diversas formas estrigudissa lectina (oligoméricas e
heteroligoméricas).

Jenseniuset al (2009) avaliaram a estrutura da MBL por microsaoge forca
atdbmica, concluindo que a MBL é uma molécula flekiw que a torna capaz de se ligar a
uma enorme variedade de superficies patogénicasdderentes padrdes de distribuicdo de
carboidratos. Porém essa flexibilidade fica limtaguando ha mudancas na estrutura
colagenosa da proteina, como é o caso das moldmik®ligoméricas.

Os pacientes indeterminados tém capacidade de zradtos niveis de MBL (média
de 2159+872,3 ng/mL), porém nem todas as moléquiaduzidas sdo capazes de ligar a
manana, pois esse grupo apresentou uma atividade baixa entre os grupos estudados
assim como elevado Mbi em relagdo ao grupo de a@ogligraves. O grupo dos cardiacos
leves manteve a condi¢do de atividade intermeddeidigacdo a manana, assim como 0s
niveis sericos.

Por outro lado, 30 % dos pacientes cardiacos ggaeesiziram baixos niveis de MBL
associada a uma alta capacidade de ligacdo a mdbarfato, nossos achados confirmam,
que a concentracdo da MBL e a sua atividade, néessariamente correspondem (LARSEN
et al, 2004). Isto deve ser devido a producédo de mizlgotariantes de MBL relacionadas
com diferentes alelos polimérficos no éxon 1 doeddBL2 e sua interacdo com o
polimorfismo da regido promotora desse gene (GARREA&L, 2003). Contudo, os estudos
de polimorfismos genéticos de MBL e MASP2 apontamobmorfismo associado com o
risco para a forma mais grave de cardiopatia cheag@dBOLDT et al., 2011; WEITZEL et
al., 2009).
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Neste estudo, pacientes com forma cardiaca leeseamaram um perfil intermediério
de dosagem sérica e de atividade de reconhecirderntanana. Santes al. (2001) expdem,
que a MBL pode ter um papel de "faca de dois guraeagie os niveis intermediarios podem
trazer vantagens para protecdo inata contra umdaagama de agentes patogénicos, pois
combateria o patdbgeno sem exacerbar a inflamag&ada pelo mesmo. Assim, observamos
uma maior proporcao de pacientes com niveis baxotermediarios de MBL e de atividade
nos grupos de Chagas indeterminada e cardiacadegeanto que, pacientes com a forma
grave da cardiomiopatia, mostraram uma atividadkgdedo mais alta e um Mbi mais baixo
entre as formas estudadas, sugerindo a existéad¢@rdas mais oligomerizadas.

Esses resultados sugerem que ha uma maior oligtagéd da MBL no grupo com a
doenca grave em comparacdo aos grupos com fornragm® gravidade. Este fato pode ser
explicado pela presenca, no grupo de menor graejd#e moléculas heteroligoméricas, pois
isso afetaria a estrutura oligomérica da MBL e egositemente sua ligagdo a manana.
Contudo, a maioria dos estudos aponta para as8ocdas formas variantes de MBL com
suscetibilidade para progressdo da cardiomiop&@no nesse estudo ndo foi possivel
realizar a genotipagem dos pacientes, essa hipdmsessita ser demonstrada em estudo
futuro. Adicionalmente, como as variantes B (54) €62) da MBL podem também, quando
associadas com o alelo A reconhecer manana emoedsaELISA, a presenca dessas
variantes no grupo da forma cardiaca grave nao gerdéescartada (GARRE al.,2003).

Alternativamente, pacientes com a forma cardiacegr mesmo apresentando
polimorfismos poderiam apresentar fatores aindacaidsecidos que podem favorecer a
oligomerizacdo dessas moléculas, assim como a sraggéid mais estavel dessa estrutura, o
que pode influenciar indiretamente para maior ddpde de ligacdo nesse grupo em
comparacao com as formas indeterminada e cardieea |

De acordo, a oligomerizacdo de homopolimeros dé&,MBh estruturas triméricas ou
tetraméricas influencia diferentes capacidades @eonhecimento do carboidrato
(TEILLET et al, 2005). Outros estudos demonstram que estrutuegeroligoméricas da
MBL (formadas pela interacdo de cadeias variantesais de MBL) também sdo capazes
reconhecer a manana, porém falham em ativar ar&astemplemento via MASPs (DEA&t
al., 2006; GARREDet al.,2003).

O Mbi estabelecido nesse estudo foi capaz de difereos grupos de pacientes com a
forma cardiaca da DC, o que poderia ser Gtil com@rpetro laboratorial para medir a

gravidade da doenca em seguimento de paciente centa de Chagas.
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8 CONCLUSOES

a) Pacientes com a forma cardiaca grave apresentaeaon capacidade de ligacdo da
MBL.

b) Pacientes com a forma leve da cardiomiopatia apt@sen capacidade de ligacéo
intermediéria.

c) Pacientes com a forma indeterminada mostraram wapacidade de ligacdo mais
baixa.

d) Nao foi encontrada diferenca estatistica comparasduveis séricos de MBL entre os
diferentes grupos de pacientes.

e) A MBL, possivelmente, pode atuar como marcador @d&idade da cardiomiopatia

chagasica cronica.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Mirlslens da Saade

FloeRUT
Fantacio Dswalda Cruz

Canlmo e Pesguias Agoen Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACTENTE CHAGASICO

Projeto: CORRELACAO ENTRE POLIMORFISMOS G:EN'!::TIC 0S E NIVEIS
SERICOS DE CITOCINAS NA DOENCA DE CHAGAS CRONICA.

Eu,

RG . residente na .
baitro , IMHCipio . estado _  wvspano do
telefone () , abaixo assinado, atesto que aceito participar desse estudo cuyo

objetivo € analisar genes (DINA) que fazem parte do sistema inmae (sistema de defesa do
organismo) e estariam influenciando o aivel sanguineo de citocinas (substancias liberadas na
corrente sanguinea pelas células do sistema inmne). O estudo ira analizar se estes genes podem
estar influenciando ne desenvolvimento de uma deternunada forma clinica cronica da Doenga
de Chagas. Fui informade que como individuo selecionade para o estudo terei 1 colher de sopa
(13 ml) de meu sangne coletado através de um fobo adaptado a vma agulha. estérl e
descartavel. Esse procedimento & praticamente isento de risco, pois todo material utilizado €
descartavel. porém podera cavsar dor ou hematoma. Também fi informado gue men sangue
serd separado e que o soro (parte liguida) e o DINA das células do sistema imune segdo
guardados a -20°C pata depois serem analisades. durante a execugdo deste estudo. Fui
informade ainda que, se os genes que influenciam na quantidade destas sobstancias produzidas
pelo sistema smune funcionarem para diferenciar as formas clindcas crdnicas da Doenca de
Chagas, serfic de grande auxilio para direcionar a condwta dos meédicos em relagdo ac
tratamento de pacientes chagasicos no futwro. P informado gue os mews dados serdo
preservados em sigilo absolute quando da publicacdc do resultado da pesguisa Tambeém fui
informado que tenho liberdade de recusar ou retitar o consentimento sem sofrer nephum tipo de
penalizacio ou pressdo e que ndo sersi ressarcido financeiramente para participar deste estmdo.
Fu informado também que esse termo deve ser assinade em duas vias. ficando nma em posse
do pesquisador tesponsavel e outra comigo. Atesto que entendi o conteddo deste termo de
consenfunents, concordo de livre e espontinea vontade em participar desse estudo e gque
esclarect todas as minhas duvidas com o pesquisador responsavel pelo projeto.

Recife.  de de 20

Assinamira do Participante

Assinatura do pesquisador responsavel pelo projeto
Fomero Henngue Terzeira Vasconcelos
Dioutorande em Saude Pablica do CPgAM Fiocrus
Telefone para contato: 2101-2561
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APENDICE B — Formulario de Pesquisa

Rl sierip da 2aioe
FIOCRUZ
Fundagio Oewaldo Cruz

Canlr da Pesiuiss Aggen Magslhaes

FORMULARIO DE PESQUISA

1. Nome:
Prontuario HUOC: Registro CPgAM: Datadacoletaz_ [/

2. Sexo: (1) Feminino (2) Masculino

3. Idade:
(1)De 18a3%anos (2)De40a3%anos (3) A partir de 60 anos (4) Ignorada

4. Simacio trabalhista:
(1) Empregado (2 Desempregado  (3) Aposentado (4) Do lar (5} znorada

5. Endereco:
Bairro: Municipio: Estadao:
6. Municipio de nascimento: Estado:

7. Forma provavel de contaminacgio:
(1) Vetortal  (2) Transfusional’ Transplante de orgéo (3) Congénita
(4) Oral (5) Acidente de laborardrio (6) Ignorada

8. Exames clinicos convencionais:

EX coracdic {1)normal (2} dilatacde (3) ignorado
ECG (I)normal  (2) alterado  (3) ignorado
REX¥esofage {(1)normal  (2) dilatagde (3) ignorado
Enemaopace (1)normal (2} dilatagde (3) ignorado

9. Sorologia:

IFI (1) pesttive (2)negative (3)ignorada
HAI (1) pesitive (2)negative (3)ignorada
ELISA (1) positive  (2) negative (3) ignorada

10. Forma clinica cronica:
(1) Cardiaca (2) Digestiva (3) Indeterminada  (4) Mista

11. Medicacio (tratamento etiologico):
(1) Sim — ano de tratamento: (2) Nio

12. Outras patologias/agravos/habitos:

(1) DIP: (2) Neoplasta: (3) Tabagismo
(4) Diabetes: {5) Hipertensdo: (6)Alcoolismao
(7) Hipercolesterolenua: (8)5edentarismo

Av. Professor Moraes Rego. sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.870-420
Telefone: (81} 2101-250002101-2800 Feoc (81) 34531911
wiw. cpgam. fiocruz.be

65



AZEVEDO, E.A.N.

66

ANEXO A — Parecer de Aprovacio do Comité de Etica em Pesdui€PgAM/Fiocruz

V

——

o B

Comlte de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: Correlagao entre polimorfismo genético e niveis séricos de
citocinas na doenca de Chagas crénica.

Pesquisador responsavel: Romero Henrique Teixeira Vasconcelos
Instituicao onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 10/03/10

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 02/10

Registro no CAAE: 0001.0.095.000-10

PARECER N° 07/2010

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questio estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 18 de marco de 2013. Em
caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagéo do projeto.

Recife, 18 de margo de 2010.

ARAL
Glséna ampozan ‘EW
[ Farmacéuth
Coordsnadora

Observagéo:
Anexos:

e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 08/10/2010.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 (‘:
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 i
Recife - PE - Brasil AGGEU FIOCRUZ

comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sadde




AZEVEDO, E.A.N.

67

ANEXO B — Parecer de Renovacio do Comité de Etica em RastmiCPgAM/Fiocruz

R

Comité de Etica
em Pesquisa

PARECER DE RELATORIO FINAL

Titulo: “Correlagao entre polimorfismos genéticos e niveis séricos de citocinas na

Doenca de Chagas cronica”

Pesquisador responsavel: Romero Henrique Teixeira Vasconcelos
Instituicdo onde foi realizado o Projeto: CPqAM
Institui¢des Envolvidas: CPqAM/ FIOCRUZ
Data de aprovagio do projeto no CEP/CPqAM: 18/03/2010

. Data de apreciagio do relatério parcial no CEP/CPqAM: 06/03/2013
Registro no CAAE: 0001.0.95.000.10

Prezado Dr. Romero,

Apbs analisar o relatério parcial referente ao projeto em pauta na reunido do
CEP/CPgAM que ocorreu dia 06 de margo de 2013, informamos que o referido
relatério foi deferido, pois se encontra em concorddncia com a Resolugdo sobre -
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, numero
196, de 10 e outubro de 1996 (HTTP://www.cpgam.fiocruz.br/aggeu/doc/resolucaol96-
96.dac). i

O CEP/CPqAM defere também quanto a solicitagdo do pesquisador responsavel pelo
projeto para prorroga¢do de prazo de conclusdo do estudo, que fica alterada para 06 de
margo de 2016. Foram acatadas todas as alteragdes metodoldgicas que constam no
relatorio (incluindo o estudo da lectina ligante de manose — MBL). Houve a inclus@o na
equipe executora de ELISA DE ALMEIDA NEVES AZEVEDO.

Recife, 11 de margo de 2013.

R0

[ e (S
/ e i 7

Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639
Recife - PE - Brasil
comitedeetica@cpgam.fiacruz.br

Janaina Campos de Miranda .
' Janaina Campos de Miranda
Coordenadora CEP/CPqAM/FIOCRUZ Pesquisadors om Saide Pibica
Mat. SIAPE 484777
CEP CPoAM | FIOCRUZ
Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 -

Centro de Pesquisas

AG G E U FIOCRUZ

MAGALHAES Ministério da Sadide
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