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DOSAGEM DE CITOCINAS E TITULACAO DE IMUNOGLOBULINA IGG ANTI- TRYPANOSOMA
CRUZI ENTRE EXTRATIVISTAS DA PIACAVA NO MEDIO RIO NEGRO-AMAZONIA

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Evandro da Rocha Dias

Mediadoras da resposta imune, as citocinas apresentam diferentes padrdes de
expressdo conforme os estagios de infeccdo e quadros clinicos da doenca de
Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi e transmitida ao humano pelo triatomineo.
Diante disso, este estudo buscou quantificar os niveis plasmaticos das citocinas IFN-
v, IL-10, IL-6 e TNF-a e da quimiocina IL-8 em um grupo de extrativistas da piacava,
cuja palmeira é eco6topo de triatomineos, visto que essa € uma das principais fontes
de economia na Regidao do Rio Negro, Amazonia. Para isso, foi tomada uma
amostragem de 513 habitantes do municipio de Barcelos, dos quais 448 sé&o
extrativistas e 65 ndo sao extrativistas, para fins comparativos. A pesquisa de IgG
para Trypanosoma cruzi, realizada por técnicas de Imunofluorescéncia Indireta e
Ensaio Imunoenzimético, apresentou 8% (45) de positividade. Analises estatisticas
mostraram aumento significativo (p=0,021) dos niveis de IL-10 em relacdo ao tempo
de exposicdo, com média de 53,15 pg/ml entre os participantes expostos por até 10
anos. Individuos IgG positivos apresentaram niveis significativamente mais baixos
de IFN-y (p=0,021, média=27,74 pg/ml) e aumento de IL-8 (p=0,032, média=95,93
pg/ml) comparados aos negativos. Por outro lado, IL-6 esteve em maiores
concentracbes entre os participantes com alteracdo eletrocardiografica (p=0,019,
média=34,48) em comparacdo aos ndo alterados. Na amostragem, 115 participantes
apresentaram alteracdes eletrocardiogréficas, envolvendo alteracbes do ritmo
cardiaco (30%), alteragbes na repolarizacdo ventricular (45%), bloqueios
intraventriculares (24%) e sobrecarga das camaras cardiacas (13%). A avaliacao
meédica diagnosticou dois participantes soropositivos do grupo extrativista com
cardiomegalia. Eles receberam cuidados médicos, mas foram a Obito
posteriormente. Ndo ha relatos de estudos de citocinas na Regido do Rio Negro, e
nossos resultados diferem dos estudos realizados por outros pesquisadores em
outras localidades, inclusive brasileiras. Dessa forma, aponta-se a necessidade da
ampliacdo do estudo comparativo do perfil de expressdo de citocinas plasmaticas
entre individuos expostos e ndo expostos a infeccdo, comparando os resultados
sorologicos, eletrocardiograficos e manifestacdes clinicas no Rio Negro, Amazonas.

Palavras-chave: Citocinas. Doenca de Chagas. Piagabal. Rio Negro. Amazonia.
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CRUZI IN PIACAVA’S FIBER EXTRATIVISTS AT MEDIO RIO NEGRO-AMAZONIA

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Evandro da Rocha Dias

Mediators of the immune response, cytokines present different expression patterns
according to the stages of infection and clinical signs of Chagas disease, caused by
Trypanosoma cruzi and transmitted to humans by triatomines. Therefore, this study
aimed to quantify the cytokines IFN-y, IL-10, IL-6, and TNF-a and chemokine IL-8
plasma levels in a group of piassava’s extractivists, whose palm tree is triatomine’s
ecotope, one of the main sources of economy in Rio Negro region, Amazon. For that,
a sample of 513 inhabitants of the municipality of Barcelos was taken, of which 448
extractivists and 65 non-extractivists, for comparative purposes. The IgG test for
Trypanosoma  cruzi, performed by Indirect Immunofluorescence and
Immunoenzymatic Assay techniques, presented 8% (45) of positivity. Statistical
analyzes showed a significant increase (p = 0.021) of IL-10 levels in relation to the
exposure time, with an average of 53.15 pg/ml among participants exposed for up to
10 years. Positive 1gG subjects had presented significantly lower IFN-y levels (p =
0.021, average = 27.74 pg/ml) and increased IL-8 (p = 0.032, average = 95.93 pg/ml)
compared to the negative ones. On the other hand, IL-6 was in higher concentrations
among participants with electrocardiographic alteration (p = 0.019, average = 34.48)
compared to non-altered ones. In the sample, 115 participants had
electrocardiographic alterations involving changes in heart rate (30%) and
supraventricular (3%), changes in ventricular repolarization (45%), intraventricular
blocks (24%) and cardiac chamber overload. (13%). The medical evaluation
diagnosed two seropositive participants in the extractive group with cardiomegaly.
They received medical care, but later died. There are no reports of cytokine studies
in the Rio Negro region and our results differ from studies conducted by other
researchers in other localities, including in Brazil. Thus, the need to expand the
comparative study of the expression profile of plasma cytokines among individuals
exposed and not exposed to the infection is necessary, comparing the serological,
electrocardiographic results and clinical manifestations in Rio Negro, Amazonas.

Keywords: Cytokines. Chagas disease. Piacabal. Rio Negro. Amazon.
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1  INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

No ano de 1909, o pesquisador brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas
descreveu a doenca de Chagas (DCh), que foi observada no municipio de Lassance
no estado de Minas Gerais. Essa era uma “nova” doenga causada por um inseto
hematofago que atacava o povo daquela regido durante a noite. Chagas também
apontou o agente etiolégico da DCh, oTrypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909; DIAS,
1940). A DCh foi entdo definida como uma infeccdo parasitaria, provocada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e transmitida por vetores
triatomineos, também conhecidos popularmente como “barbeiro, bicudo, chupanga,
furao”, entre outros, dependendo da regido geografica (DIAS, 1940).

A evolucédo clinica natural da doenca apresenta duas fases bem definidas: a
aguda e a cronica (TORRES, 1941). Sua gravidade e evolucdo dependem da idade
do doente, da cepa infectante, da via de transmissdo e da existéncia de outras
doencas que levam a imunossupressao, como a co-infec¢do T. cruzi/HIV (MADY et
al., 1994; FERREIRA et al., 1997; DEVERA et al., 2002; ALBUQUERQUE, 2013).

Coura (2003) sugere que a reinfeccdo exerca papel importante, induzindo as
formas mais graves da doenca, uma vez que individuos residentes em &areas
endémicas evoluem para quadros mais graves que agueles ndo residentes.

Contudo, ainda sdo necessarios novos estudos em torno dessa afirmativa.

1.2 O agente etioldgico da doenca de Chagas

O agente etiologico da DCh, como comentado anteriormente, é o T. cruzi.
Esse parasito apresenta diferentes formas durante seu ciclo de vida, que pode
ocorrer no hospedeiro vertebrado ou invertebrado (CHAGAS, 1909; ROMANA;
MEYER, 1942).

As quatro principais formas do parasito sdo: amastigota (forma de
multiplicacdo em tecidos do hospedeiro); tripomastigota metaciclico (infectante,
encontrado no inseto vetor); tripomastigota sanguinea (encontrado no sangue do
hospedeiro mamifero) e epimastigota (forma de multiplicacdo no vetor)
(JUNQUEIRA; GONGALVES; MOREIRA, 2011).
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O ciclo biologico (Figura 1) desse protozoario € apresentado da seguinte
forma: quando o triatomineo infectado se alimenta do sangue do hospedeiro
vertebrado (mamifero), elimina, em suas fezes e urina, o parasito na forma
tripomastigota metaciclica. Ao ter como porta de entrada o tecido epitelial lesionado
Ou mucosa integra, 0 parasito chega a corrente sanguinea, infectando macréfagos,
fibroblastos, células musculares esqueléticas, epiteliais e neuronais (CASTRO,
2016). Na célula parasitada, o T. cruzi passa para 0 estagio amastigota,
multiplicando-se binariamente. Saturando a célula, o protozoario sofre nova
mudanca, passa para a forma tripomastigota sanguinea, rompe a célula hospedeira
e ganha a corrente sanguinea, podendo infectar outros 6rgéos e tecidos. Quando o
parasito, na forma tripomastigota sanguinea, é ingerido pelo triatomineo, continua
seu ciclo no vetor (JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).

Figura 1 — Representacdo do ciclo biolégico do T. cruzi no inseto vetor e no hospedeiro
mamifero

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Pela via classica de infeccdo (vetorial), o tripomastigota metaciclico (A) parasita a célula do
hospedeiro, assumindo a forma amastigota (B). Na célula hospedeira, amastigotas multiplicam-se,
passam para a forma tripomastigota, saturando e evadindo, chegando as correntes sanguinea e
linfatica (C), infectando novas células. Durante o repasto sanguineo, o triatomineo ingere o
tripomastigota (D) que, chegando ao intestino do inseto, transforma-se em epimastigota. Por divisdo
binaria, as formas epimastigota se multiplicam (E) e transformam-se em tripomastigota metaciclico
(F), forma infectante, excretada junto as fezes e urina do inseto. Adaptado de Castro (2016).

Fonte: Jesus et al. (2015) apud Castro (2016). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.



1.3 Vias de transmissao do trypanossoma cruzi

As principais vias de transmissdo do T. cruzi conhecidas no Brasil sao:
vetorial e oral (DIAS et al., 2016).

1.3.1 Transmissao vetorial

A transmissdo vetorial ocorre através do repasto sanguineo do triatomineo
hematéfago. Enquanto se alimenta do sangue humano, o triatomineo excreta o
parasito na forma tripomastigota, que é levado ao local da lesdo ou a mucosa pelo
ato de cocar (REY, 2001).

Manifestacbes macroscoépicas, caracterizadas por edemas endurados e
eritematosos, podem ser observadas na porta de entrada do parasito. Quando o sitio
de inoculagdo € a conjuntiva, manifesta-se o Sinal de Romafia, classicamente em
criancas. Trata-se de um edema palpebral unilateral, decorrente de uma reacao de
hipersensibilidade, que tende a regredir em até dois meses (TALICE et al., 1952;
ALBAJAR, 2003).

Atualmente, sdo conhecidas, aproximadamente, 152 espécies de
triatomineos, sendo 62 identificadas no Brasil (SILVA et al., 2017). Esses insetos
vivem associados a abrigos de animais silvestres ou ao peridomicilio, como:
chiqueiros, galinheiros, depdsitos, palmeiras e troncos de arvores (CHAGAS, 1909;
JUNQUEIRA et al., 2010; COURA; JUNQUEIRA; FERREIRA, 2018).

Na década de 1970, a espécie triatominea T. infestans (Triatoma infestans) foi
considerada a principal responsavel pela transmissao vetorial da doenca de Chagas
no Brasil. Nessa época, 0 inseto podia ser encontrado em domicilios de 700
municipios, distribuidos em 12 estados brasileiros, causando 100.000 novos casos
ao ano (ROSSI, 2014). Atualmente, essa espécie jA ndo é mais endémica no Brasil
gracas ao controle por meio de inseticidas, movido pelo Programa Nacional de
Controle da doenca de Chagas, ocorrido entre os anos de 1975 e 1983. No ano
2011, T. infestans foi encontrado em apenas dois estados brasileiros, Bahia e Rio
Grande do Sul (GONCALVES et al., 2012).

Existe uma grande variedade de espécies de triatomineos no Brasil,
distribuida em todo o territério, sendo que a maior parte foi encontrada nos estados
da Bahia, Mato Grosso, Para, Minas Gerais, Tocantins, Maranh&o, Mato Grosso do
Sul e Goias. Em um levantamento da distribuicdo geogréfica de triatomineos, no
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qual 3.563 exemplares foram observados, 37% (1.336) eram constituidos por
Panstrongylus megistus, distribuidos entre 21 estados e o Distrito Federal
(GONCALVES et al., 2012).

Considerando que, no momento, ndo haja meio de protecdo vacinal contra a
DCh e que o tratamento seja mais eficaz na fase aguda ou inicial da doenca, a
melhor medida a ser tomada é a ado¢ao de controle e de vigilancia vetorial, visando
detectar a presenca do inseto e prevenir a formacéo de suas colonias domiciliares.
Dessa forma, seria amenizado o risco de infeccdo por triatomineos domiciliados
(DIAS et al., 2001; ORGANIZA(;AO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2018).

O controle vetorial é realizado com o emprego de acdes que se
complementam (COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014), tais como atividades
educativas, pesquisa passiva, pesquisa ativa, controle quimico e manejo ambiental.
As acbes educativas consistem no envolvimento e participacdo da comunidade. A
pesquisa passiva integra a notificacdo da presenca dos triatomineos nas
residéncias. Contando com apoio institucional, recomendando-se que cada
localidade tenha um Posto de Identificacdo de Triatomineos (PIT),
preferencialmente, em unidades de saude, escolas e comunidades. Ja a pesquisa
ativa envolve a busca por vetores, na qual pode ser empregado o controle quimico,
procedimento utilizado desde a década de 1940 que evita o contato do vetor com o
homem (SILVEIRA; DIAS, 2011).

Por sua vez, o manejo ambiental prevé a melhoria das condicbes de
habitacdo, impedindo o abrigo de triatomineos nas residéncias (DIAS et al., 2016).
Nesse propésito, foi promovido o Programa de Melhorias Habitacionais para o
Controle da Doenca de Chagas (PMHCDCh), que investe na restauracdo e
reconstrucdo das moradias por iniciativa da Fundacdo Nacional de Saude. O
programa oferece fomento tanto para reforma quanto para reconstru¢cao do domicilio
(BRASIL, 2013).

Com relagédo a domiciliacdo do triatomineo, de acordo com Coura (2003), no
periodo de ciclo da mineracdo no Brasil (século XVII), quando ocorria pouco
desmatamento, ndo havia evidéncias de adaptacdo de triatomineos ao domicilio.
Essa adaptacdo ocorreu a partir dos ciclos da agricultura e da pecuaria uma vez que
se intensificaram o0s desmatamentos. Nesse contexto, € possivel sugerir que
alteragcbes na paisagem natural, como o desmatamento, restringem as fontes

alimentares dos triatomineos, estimulando esses insetos a procurar novas fontes de



alimentacdo, como o homem e o0 animal domeéstico, e a colonizar domicilios
(COURA; PEREIRA, 2010).

1.3.2 Infeccgéao oral

Essa via de infeccdo tem sido reportada, principalmente, na Venezuela,
Colébmbia, Guiana Francesa, Bolivia, Argentina, Equador e Brasil. Alguns sucos,
como o de bacaba, acai, caldo de cana e goiaba tém sido identificados como veiculo
de transmissao. Além disso, o consumo de carne de caca malcozida, como a do tatu
e da mucura, também tem sido atribuido a infeccdo oral (SILVA et al., 1968;
FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017).

Em alguns casos, durante o preparo do alimento, como o suco do acgai ou
caldo de cana, o triatomineo é triturado junto com a fruta. Dessa forma, o
concentrado de parasito a ser ingerido € muito maior que aquele que infecta o
humano em decorréncia das excretas do inseto durante o repasto, o que justifica a
exacerbacdo de sintomas em casos de infeccdo oral (COURA, 2015). Os sintomas
envolvidos nessa via de infeccdo incluem febre, dor de cabeca, tosse, dor
abdominal, edema de membros inferiores, edema de face, mialgia, hemorragia,
meningoencefalite e miocardite (RUEDA et al., 2014; PINTO, 2006; SANTOS et al.,
2018).

A infeccdo oral geralmente ocorre em situacdes de surto, e o periodo de
incubacdo varia de 3 a 22 dias (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 1991; COURA;
JUNQUEIRA; FERREIRA, 2018). De acordo com o Ministério da Saude/SVS -
Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo - SINAN Net, 1.978 casos foram
notificados, no periodo de 2007 a 2018, com provavel transmisséo oral. Desse total,
1.925 (97%) concentram-se na Regido Norte brasileira (SISTEMA DE
INFORMACAO DE AGRAVO DE NOTIFICACAO, 2016). Contudo, esse numero
pode estar subnotificado devido a falta de diagndstico e registro.

Ferreira, Branquinho e Leite (2014) apontam 529 casos de DCh aguda
ocasionados por transmissdo oral no territorio brasileiro no periodo entre 1965 e
2010, corroborando Toso, Vial e Galanti (2011) em seus estudos de revisdo e

demonstrando a transmisséo oral como uma via importante no Brasil (Quadro 1).



Quadro 1 - Compilacéo de casos de transmisséo oral do T. cruzi no Brasil ocorridos entre o
ano de 1965 e 2018.

N° de
Regido/Localidade Ano Referéncia
casos
Teotdnia-RS 17 1965 Silveira (2006)
Valente, Valente e Pinto (2006);
Catolé do Rocha-PA 26 1986 Shikanai-Yasuda et al. (1991);
Shikanai-Yasuda et al. (2006)
) Valente, Valente e Pinto (2006);
Santa Catarina 24 2005 )
Steindel et al. (2008)
Acre 3 Valente, Valente e Pinto (2006)
Amapa 61 Silveira (2006)
1968-2005 :
Amazonas 9 Valente, Valente e Pinto (2006)
Para 217 Valente, Valente e Pinto (2006)
Norte (generalizado) 182 2006-2007 Pereira et al. (2009)
Mato Grosso 4
Roraima
2000-2013 Brasil (2014)
Rondbnia 2
Tocantins 23
Para 1.648 | 2006-2018 . . -~
Sistema de informacédo de agravo de notificacéo
Amazonas 95 2008-2018
(2016)
Rio Grande do Norte 9 2008-2018

Fonte: Adaptado de Toso, Vial e Galanti (2011).

Atualmente, o cenario epidemiolégico da doenca de Chagas ndo apresenta
reducdo de casos (Quadro 2). Conforme dados do Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (2016), a doenca continua de forma alarmante no Brasil, e a
transmissdo oral é apontada como a principal provavel forma de infeccao,
responsavel por até 73% dos casos notificados no periodo de 2007 a 2018.

Na Regido Amazobnica, os primeiros casos de infeccéo oral foram reportados
por Shaw, Lainson e Fraiha (1969). Seus estudos relataram um surto envolvendo
trés pessoas de uma mesma familia em Belém, capital do Para. Investigactes
sugeriram que o episédio foi provocado por infeccdo oral uma vez que nao foram
encontrados triatomineos infectados no domicilio. Aléem disso, apenas um membro
da familia faleceu em area endémica (Belo Horizonte — Minas Gerais), mas ja havia
20 anos gue néo retornava a capital mineira.

No estado do Amazonas, houve relatos de surtos de DCh aguda no ano de
2004, no municipio de Tefé (8 casos), e em 2008, em Coari (25 casos), todos com

suspeita de transmissao oral pelo consumo do suco de acai, assim como em Santa
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Isabel do Rio Negro, onde 14 casos ocorreram no ano de 2010 (MEDEIROS;
GUERRA; LACERDA, 2008; BARBOSA-FERREIRA, 2010; LIMA, 2013).

1.4 Prevaléncia da doenca de Chagas

A DCh ndo tem cura espontanea e representa uma importante doenca
negligenciada e endémica na América Latina. Estima-se que 0s maiores numeros de
casos estdo distribuidos entre Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821), México
(876.458) e Bolivia (607.186). Casos em regides fora da América Latina (Figura 2)
também sao relatados, como na Europa e Pacifico Oriental, sugestivamente,
atribuido ao fluxo migratério de individuos oriundos de areas endémicas a partir da
década de 1990 (COURA; VINAS, 2010; DIAS et al., 2016; EDWARDS; STIMPERT;
MONTGOMERY, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Ha estimativa de
gue cerca de 3.000 individuos estejam infectados no Japao, 1.500 na Australia, além
de 300.000 nos Estados Unidos e 5.500 no Canada (SCHMUNIS; YADON, 2010;
EDWARDS; STIMPERT; MONTGOMERY, 2017).

A prevaléncia da DCh em areas ndo endémicas pode ser demonstrada em
estudos, como o de Basile et al. (2011), que reportou 4.290 casos de infeccao por T.
cruzi distribuidos em nove paises europeus (Bélgica, Franca, Alemanha, Italia,
Holanda, Portugal, Espanha, Reino Unido e Suica). Os casos foram definidos
conforme resultados sorolégicos, empregando ensaio imunoenzimatico (ELISA, do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Os participantes eram imigrantes ou
criancas adotadas, ambos oriundos de paises endémicos, residentes nesses paises
no de 2009. A Espanha, que possui cerca de 45.300.000 de habitantes, apresentou
0 maior numero de infectados (3.821). O segundo pais com maior nUmero de casos
foi Suica, com 180 casos entre seus 8.594.500 habitantes. Itdlia e Franca
apresentaram, respectivamente, 114 (entre os 61.300.000 habitantes) e 111 (entre
seus 62.600.000 habitantes) (BASILE et al., 2011).

Ainda conforme Basile et al. (2011), no Reino Unido, onde habitam cerca de
69.950.000 pessoas, foram diagnosticados 28 casos; enquanto na Bélgica, com 10
milhdes de habitantes, foram diagnosticados 19 casos. Os paises com menos casos
diagnosticados foram Portugal (8 casos/10 milhdes de habitantes), Holanda (7
casos/17 milhdes) e Alemanha (2 casos/ 81.370 milhdes de habitantes). Os mesmos

autores consideram que, no ano de 2008, cerca de 38 milhdes de imigrantes viviam



na Europa e que, aproximadamente, 4.180.000 (11%) eram oriundos da América

Latina.



Figura 2 — Distribuicdo de casos de infec¢do por T. cruzi segundo estimativas da Organiza¢do Mundial de Saude — 2006 — 2009.
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1.4.1 Doenca de Chagas no Brasil

Camargo et al. (1984) realizaram um inquérito sorologico no Brasil, no periodo
de 1975 a 1980, estimando a prevaléncia da doenca. Seus achados apontaram
prevaléncia (por 100 habitantes) de 4,22 no Brasil. A estimativa estadual ocorreu da

seguinte forma (Quadro 2):

Quadro 2 - Estimativa de prevaléncia da doenca de Chagas no Brasil no periodo de 1975 a 1980

Estimativa . )
Estimativa (casos/100
Estado (casos/100 Estado )
) habitantes
habitantes)
Rio Grande do Sul 8,84 Acre 2,39
Minas Gerais 8,83 Amazonas 1,88
_ Rio Grande do
Goiés 7,4 1,78
Norte
Sergipe 5,97 Rio de Janeiro 1,75
Bahia 5,44 Santa Catarina 1,39
Piaui 4,04 Ceard 0,84
Parana 4,00 Para 0,56
Paraiba 3,48 Rondbnia 0,41
Mato Grosso 2,82 Espirito Santo 0,32
Pernambuco 2,79 Roraima 0,31
Alagoas 2,48 Maranhao 0,12
Mato Grosso do Sul 2,46 Amapa 0,00

O Estado de Sao Paulo e o Distrito Federal ndo foram incluidos no inquérito porque, de acordo com
0s autores, ja apresentavam dados satisfatorios.

Fonte: Adaptado de Camargo et al. (1984).

De acordo com dados epidemioldgicos disponibilizados pelo Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), o Brasil confirmou 2.570 casos
notificados de DCh aguda no periodo de 2007 a 2018 (Tabela 1). O maior numero -
2.579 (95%) concentrou-se na Regido Norte, seguido da Regido Nordeste - 97 (4%)
(SISTEMA DE INFORMAC}AO DE AGRAVO DE NOTIFICAQAO, 2016). O SINAN
Net é uma ferramenta ou um banco com a finalidade de tornar possivel coletar,
transmitir e disseminar dados gerados rotineiramente pelo Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica (SVE) das trés esferas de Governo (Municipio, Estado e Unido).

Esse sistema possibilita 0 processo de investigacdo, dando subsidios a analise das
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informacdes de vigilancia epidemioldgica das doencas de notificagdo compulséria
(BRASIL, 2014).

Tabela 1 — Casos confirmados de doenca de Chagas aguda no Brasil por Regido de
notificacdo. Periodo: 2006-2018

Regido Casos notificados (confirmados)
Norte 2.570
Nordeste 97
Sudeste 8
Centro-Oeste 30
Sul 4
Total 2.709

Fonte: Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (2019). Dados sujeitos a reviséo,
atualizados no dia 04 de setembro de 2019.

Esses dados apontam a necessidade de fortalecimento nas redes de
prevencdo e controle da infec¢édo pelo T. cruzi, quer seja por via vetorial, que requer
controle e combate ao triatomineo, quer seja por via oral, que exige monitoramento e
adocéao de praticas adequadas ao manuseio e ao preparo de alimentos, como carne
de caca, sucos de produtos de palmeiras e caldo de cana, apontados como
principais responsaveis por surtos ocorridos (PINTO et al., 2008).

Vargas et al. (2018) investigaram um surto de DCh no Rio Grande do Norte,
no municipio de Marcelino Vieira, decorrente do consumo de caldo de cana. Foram
confirmados 18 casos agudos, ocorrendo trés 6bitos. Todos apresentaram sinais e
sintomas no més de outubro de 2015. Os sinais e sintomas mais relatados foram:
febre, fraqueza, mialgia, prostracdo, inapeténcia, edema de membros inferiores,
exantema, epigastralgia, edema de face, prurido e cefaléia. De acordo com os
pesquisadores, a incidéncia da doenca nesse surto foi de 86,1 por 10 mil habitantes.

Além desses sinais e sintomas, foram relatadas hipertensédo e cardiopatia.

1.4.2 Doencga de Chagas na Amazonia Brasileira

Conforme descrevem Rojas et al. (2005), o T. cruzi tem sido detectado
circulando entre reservatorios de animais silvestres, triatomineos e humanos em
paises da bacia amazoénica (Brasil, Peru, Coldmbia, Equador, Venezuela, Guiana e
Bolivia). Essa ampla circulacdo do parasito somada a exploracdo humana do meio
silvestre e a aproximacao dos triatomineos corroboram para que exista um cenario

de infecgcdo humana e de desenvolvimento da DCh.
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Na Amazobnia Brasileira, a DCh pode ser comprovada pela prevaléncia
sorologica na populacdo autoctone (CAMARGO et al., 1984; COURA; NARANJO;
WILLCOX, 1995; COURA et al., 1999; COURA et al., 2002; FE et al., 2009; BRUM-
SOARES et al., 2010) e pela ocorréncia de casos isolados ou em forma de surto, em
fase aguda, por transmisséo oral em alguns municipios, principalmente no estado do
Para (COURA et al., 2002; NOBREGA et al., 2009; VALENTE et al., 2009).

Os primeiros episodios da DCh na Amazonia Brasileira foram descritos por
Shaw, Lainson e Fraiha (1969), que relataram quatro casos agudos no municipio de
Belém, estado do Pard (PA). Aproximadamente 30 anos mais tarde, Pinto et al.
(2001) estudaram 13 pacientes do mesmo nucleo familiar, no municipio de
Abaetetuba (PA), portadores da DCh em fase aguda. Os critérios de diagndstico
consistiram na evidéncia de anticorpos IgM anti- T. cruzi e na presenca de parasitos
circulantes por xenodiagnostico. Na amostragem, oito pessoas apresentaram extra-
sistoles supraventriculares e/ou ventriculares enquanto quatro apresentaram
bloqueios de ramo direito e bloqueios atrioventriculares.

Barbosa-Ferreira et al. (2010) descreveram o acometimento cardiaco em
cinco pacientes em fase aguda da DCh autoctones da Amazonia (Pard e
Amazonas). A via provavel de infeccao foi oral. Todos os pacientes apresentaram
algum tipo de alteracdo cardiaca. Por meio de exame eletrocardiogréafico (ECG),
foram diagnosticados: bloqueio divisional antero-superior, bloqueio de ramo direito,
extra-sistoles ventriculares e fibrilacdo atrial. Além disso, os mesmos pacientes
foram submetidos a exame ecocardiogréafico. Aquele que apresentou ECG normal foi
diagnosticado com derrame pericardico. Os pacientes com fibrilagdo atrial nao
apresentaram alteracdo por meio do ecocardiograma. As demais alteracdes
consistiram em derrame pericardico moderado, disfuncdo de ventriculo esquerdo e
fracéo de ejecao igual a 50%.

No municipio de Barcelos (AM), foram reportados indices de soropositividade,
que podem chegar a 13,2% (COURA; NARANJO; WILLCOX, 1995; COURA et al.,
1999), com relato de 6bitos (ALBAJAR et al., 2003). A soropositividade pode ser
considerada uma doenca ocupacional devido a alta taxa de positividade em
trabalhadores extrativistas da fibra da piacava (BRUM-SOARES et al., 2010).

Piacava é o nome popular da Leopoldinia piassaba, uma espécie de palmeira,
cujas fibras encontradas nas folhas s&o utilizadas na produgdo de vassouras,
escovas, cordas e objetos decorativos. Essa espécie € nativa da Amazonia e

representa um dos principais produtos econémicos do municipio de Barcelos, cidade
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que foi a primeira aldeia dos indios Manads e a primeira capital do estado do
Amazonas. Dados do Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2010),
considerando a extracao vegetal, apontam a piagcava como a principal producao do
municipio de Barcelos, totalizando 8.406 toneladas no periodo de 2010 a 2016
(REIS, 1999; AQUINO; D’ALMEIDA; MONTEIRO, 2000; PRANG, 2001; PERES,
2003; MENEZES, 2014; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2010).

No ano de 1977, seis extrativistas da fibra da piacava do municipio de
Barcelos apresentaram DCh (FERRARONI; MELO; CAMARGO, 1977).
Posteriormente, Albajar et al. (2003) relataram dois casos de Obito de individuos com
idade de 45 anos, portadores da infec¢cdo chagasica em fase cronica no estado do
Amazonas. Ambos autéctones do Rio Negro e ex-extrativistas da piacava. O
primeiro individuo, sexo masculino, realizou atividades de extrativismo da piacava
dos 15 aos 37 anos de idade. O segundo caso se refere a uma mulher que trabalhou
dos 10 aos 37 anos de idade na mesma atividade.

Posteriormente, Brum-Soares et al. (2010) estudaram uma amostragem
composta por 152 participantes, também no municipio de Barcelos (AM). Por meio
de testes sorolégicos e moleculares, diagnosticaram infeccdo por T. cruzi em 38
individuos. Quanto as formas clinicas, 37% apresentaram a forma cardiaca da DCh

engquanto nenhum caso da forma digestiva foi observado.

1.4.3 Diagnostico da doenca de Chagas

De acordo com Dias et al. (2016), o Segundo Consenso Brasileiro de Doenca
de Chagas recomenda que individuos suspeitos de infeccdo por T. cruzi sejam
submetidos aos exames sorologico, parasitolégico e/ou molecular, conforme
suspeita clinica, via e fase da infecgdo (aguda ou crbnica). O diagndéstico da doenca
depende da fase em que a infeccdo se encontra. Em geral, sdo empregadas
técnicas de deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi em soro, testes moleculares e
parasitologicos, além de exames de imagem, ausculta cardiaca e eletrocardiograma
(DIAS et al., 2016).

E importante que a suspeita seja prontamente esclarecida, pois o retardo no
diagnéstico pode comprometer o tratamento e favorecer a evolugcdo para quadros
mais graves da doenca (RASSI JR; RASSI; REZENDE, 2012). A detecgédo de

anticorpos anti-T. cruzi € importante na caracterizacdo da fase da infeccéo,
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considerando que, na fase aguda, é encontrada alta concentracdo de anticorpos de
classe IgM (imunoglobulina M) enquanto a fase cronica € caracterizada pela
deteccdo de IgG (imunoglobulina G). De igual modo, a parasitemia no sangue €&
maior na fase aguda (Figura 3) (COURA; BARRETT; NARANJO, 1994; DIAS;
COURA, 1997; ALBAJAR, 2003; BRUM-SOARES, 2009; JUNQUEIRA,
GONGCALVES; MOREIRA, 2011; RASSI JR; RASSI; REZENDE, 2012).

Figura 3 — Representacao das curvas de parasitemia, imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina
G (IgG) nas fases aguda e crénica da infeccéo por T. cruzi

Fase aguda Fase cronica

Intensidade da resposta

1-2 semanas 8-10 semanas Anos

eee+Parasitemia = IgM — 1gG

Na fase aguda, a parasitemia é alta, e grande quantidade de T. cruzi pode ser encontrada no sangue
do hospedeiro. Ainda na fase aguda, anticorpo da classe IgM apresenta-se em altas concentragdes.
J& na fase cronica, ndo s@o encontrados IgM, assim como ocorre uma baixa na carga parasitaria
encontrada no sangue.

Fonte: Adaptado de Rassi Junior, Rassi e Rezende (2012).

Anticorpos IgM sdo imunoglobulinas receptoras de antigenos em células B
virgens, estimuladas pelo primeiro contato com o antigeno. O anticorpo IgM é o
primeiro isotipo a ser produzido na fase aguda em decorréncia da resposta
adaptativa. Entre suas funcdes estdo: ativar o sistema complemento (cascata de
proteinas) na via classica, desencadear o complexo de ataque a membrana
(complexo antigeno-anticorpo), promovendo a lise celular, além de atuar como
receptor de antigenos de linfocitos B virgens (MURPHY et al., 2010).

Nos casos em que nao se identifica o parasito na pesquisa direta, a
verificacdo da presenca de anticorpos anti-T. cruzida classe IgM no sangue
periférico é considerada positiva na fase aguda, particularmente, quando associada
ao contexto epidemiologico e as manifestacdes clinicas (LUQUETTI; SCHMUNIS,

2010). Quando a infeccdo é detectada na fase aguda, recomenda-se o tratamento
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com administracdo de benznidazol, considerado tratamento de primeira linha na
maioria dos paises, ou nifurtmox. Este segundo, por sua vez, ndo esta disponivel no
Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

1.4.4 Testes realizados em casos suspeitos de infeccdo aguda

1.4.4.1 Teste soroldgico

Guerreiro e Machado (1913) empregaram o método de reacao de fixacdo de
complemento, tomando como antigeno extratos parasitarios obtidos de baco de cées
jovens infectados experimentalmente e detectando anticorpos anti-T. cruzi em céaes
doentes em diferentes formas da doenca. Contudo, essa técnica € considerada
complexa, confidvel apenas quando realizada por laboratério de pesquisa.
Entretanto, ndo é recomendéavel no &mbito dos laboratérios de rotina devido a baixa
sensibilidade (60%) e a baixa especificidade, o que possibilita apresentacdo de
resultados falso-positivos (PRATA et al., 1976).

O principio do teste sorolégico € a ligacdo antigeno e anticorpo (Ag-Ac)
baseando-se em métodos indiretos para deteccdao de IgM. O teste pode ser
realizado quando os exames parasitolégicos forem negativos e a suspeita clinica
persistir. Tais métodos tém utilidade complementar e devem sempre ser realizados
em casos suspeitos ou confirmados de doenca de Chagas aguda (DECARLI, 2001,
BRASIL, 2014).

Considera-se o exame sorologico mais adequado na fase aguda tardia
guando as repeticbes dos exames de pesquisa direta tiverem resultados negativos.
Ressalta-se que a soroconversao para infeccdo por T. cruzi (positividade) € definida
pela presenca de uma primeira amostra de soro n&o reagente para anticorpos anti-T.
cruzi, associada a uma segunda amostra reagente, que deve ser coletada em um
intervalo de duas a quatro semanas, com base em um ensaio que inclua ambas as
amostras simultaneamente (BRASIL, 2014).

O aumento de pelo menos dois titulos entre duas amostras reagentes com
intervalos de duas a quatro semanas, em um contexto clinico e epidemioldgico
favoravel para doenca de Chagas aguda, pode ser considerado sugestivo também
de doenca de Chagas aguda. S&o considerados positivos os testes sorolégicos com

titulacdo de IgG a partir de 1:80 na técnica de IFI e ELISA, com densidade Optica a
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partir de 0,23 (OSTERMAYER; CASTRO, 1997; LUQUETTI, 1999; LUQUETTI;
SCHMUNIS, 2010).

1.4.4.2 Teste parasitologico direto

O exame parasitoldgico direto € o mais indicado na fase aguda da infeccéo e
define-se pela presenca de T. cruzi no sangue, identificada por meio do exame
direto do sangue periférico com o uso de microscopia. Durante a fase aguda, o
parasito pode ser encontrado em abundéncia no sangue periférico do individuo
infectado (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2009). O Ministério da
Saude (BRASIL, 2013) recomenda a realizacdo simultanea de diferentes
modalidades de exames parasitoldgicos, a saber:

e pesquisa a fresco de tripanosomatideos: trata-se de uma técnica
considerada rapida, simples, eficaz e econdmica. Dispensa-se 0 processo
de fixacao e coloracdo. Os parasitos podem ser visualizados por sua rapida
movimentacao entre as hemacias;

e |amina corada de gota espessa ou esfregaco: possui menor sensibilidade e
€ realizado prioritariamente na regido da Amazoénia Legal, integrada ao
diagndstico da Malaria. E importante na caracterizacdo morfologica do
parasito;

e meétodos de concentracdo: sdo mais sensiveis, porém, mais trabalhosos.
Permitem a investigacdo direta de parasitos no sangue por meio de
centrifugacédo. Os métodos comumente utilizados sao:

— strout: consiste na concentracdo de parasitos no sedimento, e sua
finalidade € aumentar a sensibilidade para evidenciar o T. cruzi em
amostras de sangue;

— micro-hematocrito: refere-se a técnica de examinar o sangue apos
centrifugacéo em microcubo capilar;

— creme leucocitario (buffy coat): utilizado na rotina de deteccéo de T. cruzi
no sangue. Consiste na observagdo do creme leucocitario (entre as
camadas de plasma, sobrenadante, e hemacia, que se sedimenta) apos

centrifugagao.
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Outros métodos de concentracdo encontrados sdo o Quantitative Buffy Coat
(QBC) e de concentracdo em gradiente de Ficoll-Hypagque (JUNQUEIRA,
GONCALVES; MOREIRA, 2011):

e QBC: Consiste na concentracao de parasitos por meio de centrifugacdo do
sangue, em tubos de micro-hematdcrito, utilizando-se coloragdo do DNA do
parasito. Essa coloracdo se da por meio do fluorocromo acidotropico
Laranja de Acridina. Considera-se um teste de alto custo, pois envolve
microscopia fluorescente e tubos previamente preparados com
anticoagulante e corantes especiais;

e Ficoll-Hypaque: E um teste baseado na centrifugacdo de sangue
heparinizado em gradiente de Ficoll-Hypaque, no qual os parasitos poderao
concentrar-se na camada de células mononucleares, entre o plasma e o
Ficcol-Hypaque.

Em circunstancias nas quais o individuo esteja imunocomprometido e
apresente sinais e sintomas de reagudizacdo da infeccdo por T. cruzi, a pesquisa
por parasitologia direta deve ser estendida ao liquido cefalorraquidiano como teste
complementar (JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).

1.4.4.3 Teste molecular

De acordo com Schijman et al. (2011), o diagndéstico molecular apresenta
resultados promissores quando existe suspeita clinica e epidemiologica de fase
aguda da infeccdo por T. cruziassociada a exames parasitolégicos diretos
negativos. O teste consiste na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Através da técnica de PCR, é possivel, por meio de sintese enzimatica, obter
copias de sequéncias especificas de DNA do T. cruzi extraido do sangue total, soro
ou liquor, por meio de ciclos repetitivos de desnaturagdo, hibridizacdo e extenséo
(JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).

1.4.4.4 Western Blot

Trata-se de um procedimento de alto custo, sendo utilizado em teste
confirmatdrio em casos de divergéncias entre testes convencionais. Consiste na

separacdo de um extrato de antigenos do parasito por meio de eletroforese e sua
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transferéncia para uma membrana de nitrocelulose. A membrana € entdo cortada
em tiras, posta em contato com o soro a ser testado, incubada e revelada. Em casos
de resultado positivo, pode ser visualizada banda especifica (JUNQUEIRA,;
GONGCALVES; MOREIRA, 2011).

1.4.5 Testes realizados em casos suspeitos de infeccéo crénica

De acordo com Dias et al. (2016), devido a parasitemia subpatente na fase
cronica da infeccdo, os métodos parasitolégicos de enriquecimento/multiplicacéo,
hemocultura e xenodiagnostico apresentam comprovadamente baixa sensibilidade,
0 que implica a auséncia de valor diagnéstico quando o resultado for negativo.
Quando apresentam resultados positivos, possuem utilidade principalmente no
controle do tratamento especifico ou, nos casos ndo usuais, quando a sorologia
apresenta resultados inconclusivos.

Isso significa que os métodos convencionais indiretos para o isolamento e a
identificacdo de T. cruzi apresentam baixa sensibilidade, que pode ser aumentada
por meio da sua repeticdo. A PCR nessa fase tem indicagdo quando os testes
sorologicos apresentarem resultado indeterminado ou para o controle de cura apds o
tratamento antiparasitario. Assim, deve ser realizada por laboratorios de

competéncia reconhecida, com execucao por especialistas na area (BRASIL, 2007).

1.45.1 Testes soroldgicos

De acordo com Ostermayer e Castro (1997), o teste soroldgico em suspeitas
de infeccdo crbnica por T. cruzi é indicado em determinadas circunstancias, como:

e necessidade de se estabelecer ou afastar a etiologia chagasica em
paciente portador de cardiopatia idiopatica;

e casos de megaesbfago ou de megacolon, que frequentemente séo de
etiologia chagasica;

e bancos de sangue, evitando a transmissao transfusional,

e no exame de gestantes para controlar a transmissdo congénita;

e em inquéritos soroepidemiolbgicos;

e acompanhamento de chagasicos tratados.
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O exame soroldgico é considerado essencial para o diagnéstico da infeccao
na fase cronica e deve ser realizado utilizando-se um teste com elevada
sensibilidade em conjunto com outro de alta especificidade (BRASIL, 2014). Nesse
contexto, é considerado infectado quando existe a presenca de anticorpos da classe
IgG anti-T. cruzi, detectados por meio de dois testes sorolégicos com principios,
métodos elou preparagbes antigénicas distintas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002). De acordo com Silveira, Unezawa e Luquetti (2001),
convencionalmente séo adotadas trés técnicas:

e hemaglutinacdo indireta (HAI): essa técnica consiste na aglutinacdo de
hemécias sensibilizadas com antigeno anti-T. cruzi em soro contendo
anticorpos;

e imunofluorescéncia indireta (IFl): essa reagédo consiste na interagdo do T.
cruzi com seus anticorpos especificos presentes no soro. Sao
considerados reagentes os testes IFI com titulacao a partir de 1:40;

e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): trata-se de um teste
imunoenzimético baseado na interacdo antigeno-anticorpo evidenciada
pela acdo de uma enzima e o substrato apropriado, e revelada por um
cromogeno. E considerada positiva a amostra que apresenta densidade
Optica a partir de 0,23.

1.45.2 Exame parasitologico indireto

De acordo com Junqueira, Gongalves e Moreira (2011), os métodos
parasitolégicos indiretos costumam ser empregados na fase crbnica da infeccéo,
sendo recomendados quatro métodos: xenodiagndstico, hemocultura, xenocultura e
inoculacdo em animais de laboratorio.

Devido a parasitemia pouco evidente na fase crbénica, os métodos
parasitologicos convencionais (xenodiagnostico e hemocultura) sdo de baixa
sensibilidade, o que implica em pouco valor diagnéstico. Por isso, um exame
negativo ndo afasta a possibilidade da infeccdo, mas um exame positivo tem valor
diagndstico absoluto (CHIARI; GALVAO, 1997; BRASIL, 2014). Contudo, caso haja
necessidade de se lancar médo dessas técnicas, € recomendado pelo Ministério da
Saude a realizacdo de xenodiagnostico indireto. Esse apresenta sensibilidade

semelhante ao classico, porém € mais confortavel ao paciente, evitando eventuais
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reacoes alérgicas devido a picada do triatomineo, por permitir a repeticio com maior
facilidade (BRASIL, 2014).

1.45.3 Teste Xenodiagnoéstico para deteccdo do T. cruzi

Conforme Dias (1940), corroborado por Chiari e Galvdo (1997), o
xenodiagnoéstico consiste em verificar se o triatomineo puro (sem infeccdo por T.
cruzi) sera infectado apés alimentar-se do sangue do individuo supostamente
infectado. Existem duas classes de xenodiagnéstico:

e xenodiagnostico direto: no qual os triatomineos irdo se alimentar do sangue
diretamente do individuo investigado. Para isso, os triatomineos sé&o
acondicionados em “caixas” devidamente identificadas e essas séo postas
sobre a pele do individuo suspeito de infeccdo para que o inseto se
alimente.

e Xxenodiagnostico indireto: nesse caso, 0s triatomineos ingerem o sangue
previamente coletado do suposto infectado. Isso requer que o sangue seja
coletado com anticoagulante e armazenado em “mamadeira” ou frasco, que
sera revestido por membrana (geralmente um pedaco de preservativo sem
lubrificante), de modo que seja permitido que o inseto faca a succédo do
sangue.

Em ambos os procedimentos, os triatomineos alimentados seréo reservados
em temperatura ambiente, recebendo alimentagcdo complementar e, posteriormente,
sera feita a pesquisa de T. cruzi nas fezes, no tubo digestivo, na hemolinfa e na
glandula salivar desses insetos. Caso sejam encontrados parasitos, sera confirmada
a positividade do caso suspeito (JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).

1.45.4 Técnica de Hemocultura

Baseia-se no cultivo de amostra clinica semeada em meios de cultura LIT
(Liver Infusion Tryptose). Essa técnica é empregada quando se busca isolar o
parasito para estudos bioquimicos, biologicos e moleculares ou acompanhar cura de
paciente tratado. A leitura é feita a cada 30 dias apdés o cultivo, até o 120° dia,
guando o material passara por centrifugacdo e o sedimento sera analisado
(LUZ et al., 1994; JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011).
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1.45.5 Xenocultura para deteccéo de T. cruzi

A xenocultura baseia-se na semeadura do tubo digestivo ou fezes do
triatomineo em meio LIT, possibilitando o isolamento de cepas de T. cruzi e o
controle da qualidade dos xenodiagnésticos realizados (JUNQUEIRA; GONCALVES;
MOREIRA, 2011).

1.45.6 Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

A técnica de PCR para o diagnostico molecular da infeccdo por T. cruzi
consiste no emprego de oligonucleotideos sintéticos, amplificando sequéncias
especificas do parasito, podendo ser o KDNA (DNA do cinetoplasto) ou sequéncias
satélites (sequéncias repetidas de nucleotideos do T. cruzi) (BRITTO; MOREIRA,
2017).

A PCR pode ser empregada como ferramenta complementar para
confirmacdo do diagnostico quando os testes soroldgicos fornecerem resultados
inconclusivos ou discordantes. Contudo, um teste de PCR negativo ndo descarta a
possibilidade de infeccdo uma vez que a parasitemia na fase cronica € baixa e
intermitente. Entretanto, um teste positivo apresenta um valor diagnéstico absoluto
(BRITTO; MOREIRA, 2017).

1.5 Fases da doenca de Chagas

1.5.1 Fase aguda

Essa fase geralmente é assintomatica, contudo, em alguns casos, podem
ocorrer manifestacdes, como febre, mal-estar, cefaléia, mialgia, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, edemas de face ou de membros, adenomegalia,
hemorragias, ictericia, taquicardia ou sinais de insuficiéncia cardiaca, ja detectadas
nas primeiras semanas apos a infeccdo. Além disso, manifestam-se dispinéia, fadiga
e outros sintomas semelhantes a miocardites de forma geral (DIAS et al., 2016;
SIMOES et al., 2018).

Conforme as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre Analise
e Emissao de Laudos Eletrocardiograficos (PASTORE et al., 2009) e Parada et al.
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(1997), os exames eletrocardiograficos podem apresentar-se alterados, revelando
taquicardia sinusal, diminuicdo da voltagem do complexo QRS (correspondente a
despolarizacdo ventricular), bloqueio atrioventricular (BAV) de primeiro grau,
alteracdo primaria da repolarizacdo ventricular e presenca de extrassistoles.

De acordo com Pinto et al. (2008), na Amazdnia Brasileira, as manifestacoes
clinicas da DCh aguda apresentam-se com maior intensidade e gravidade, o que
vem sendo atribuido a suspeita de infecgéo oral, haja vista a maior concentracao de
parasitos introduzida. A pesquisadora realizou um inquérito sobre os casos agudos
ocorridos entre os anos 1988 e 2005, autéctones do Para e do Amapa, o que
permitiu a analise de 233 casos, com alta prevaléncia de febre (99%), chegando a
39,8°C e perdurando por até 35 dias (PINTO et al., 2008).

1.5.2 Fase crbnica

Na fase cronica da DCh, a parasitemia tende a diminuir. Essa fase da doenca
é caracterizada pelo predominio de anticorpo de classe IgG (imunoglobulina G) no
soro do paciente (COURA, 2007). O individuo passa por uma forma intermediaria
assintoméatica e sem sinais de comprometimento cardiaco, podendo se estender por
décadas ou evoluir para a forma digestiva ou cardiaca, com evolucdo para
miocardiopatia dilatada, distarbios de conducéo, tromboembolismo, insuficiéncia
cardiaca, entre outras complicacdes. Pode também ocorrer morte subita por arritmia
(PRATA, 2001; FARIA et al., 2013).

A forma cardiaca também é denominada Cardiopatia Chagasica Crobnica
(CCC) e afeta cerca de 30% dos portadores da DCh (ESPINOSA et al., 1991),
podendo apresentar carater inflamatério e fibrosante. Além disso, pode ser
acompanhada de arritmias ventriculares complexas associadas a disturbios da
formacdo e conducdo do estimulo elétrico atrioventricular e intraventricular,
fendbmenos tromboembdlicos, disfuncdo ventricular direita e aneurismas
ventriculares (XAVIER; SOUZA; MORENO, 2005).

De acordo com Marin-Neto et al. (2007), a CCC tem inicio com um quadro
inflamatorio, destruindo as fibras do miocardio. Em decorréncia dessa destruicdo, é
formado um tecido fibroso que compromete as contracdes ventriculares, que se
torna hipertrofiado, caracterizando a miocardite. A evolugédo do quadro leva a perda

progressiva da capacidade de ejecao e pode ser agravada por quadros de arritmias,
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tromboembolismo pulmonar e insuficiéncia das valvulas cardiacas (MARIN-NETO,
2007; THIERS; BARBOSA, 2013).

Para o diagnostico da CCC, devem-se considerar as evidéncias
epidemioldgicas, eletrocardiogréaficas, radiolégicas e os testes sorologicos. Essas
evidéncias baseiam-se na procedéncia de areas endémicas, acometimento
digestivo, histérico familiar e na vizinhanca. Entre as alteragBes cardiacas, podem
ser encontrados: bloqueio de conducdo do ramo direito (BCRD), hemibloqueio
anterior esquerdo (HBAE), bloqueio de ramo esquerdo (BRE), bloqueios
atrioventriculares (BAV) e extrassistole ventricular (ESV) (DIAS, 1985; ALMEIDA,
2004).

Estudos nos quais foram observados os comprometimentos cardiacos em
pacientes portadores da DCh no municipio de Barcelos, Amazonas, mostraram que
a forma cardiaca acometeu 22 a 45% dos pacientes (ALBAJAR, 2003; BRUM-
SOARES, 2009).

Por sua vez, o quadro digestivo da DCh envolve o acometimento do eséfago
e do codlon, desenvolvendo as sindromes de megaesdfago e megacélon,
respectivamente, ndo sendo frequente na regido do Rio Negro, Amazonas. Essas
alteracbes podem ser observadas através de exames de imagem a partir da
suspeita clinica (ALBAJAR, 2003; BRUM-SOARES, 2009).

1.6 Resposta imunoldgica na infecgéo por T. cruzi

O controle da infeccdo por T. cruzi demanda a ativacdo de diversos
mecanismos imunes, efetores da resposta imune inata e também adaptativa, a fim
de conter a replicagcdo do parasito e a propagacdo da infeccdo para tecidos do
hospedeiro (BRENER; GAZZINELLI, 1997; GOLGHER; GAZINELLI, 2004
JUNQUEIRA et al., 2010) (Figura 4). Embora a multiplicacdo do T. cruzi seja
reduzida, o parasito ndo € completamente eliminado, o que prolonga a resposta
imune, podendo causar lesdes teciduais decorrentes de atividades celulares (LANA;
TAFURI, 2005).
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Figura 4 — Imunidade inata e adquirida durante infeccdo por Trypanosoma cruzi
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A imunidade inata desempenha um papel crucial na resisténcia do hospedeiro a infec¢do pelo T.
cruzi; células do sistema imune inato (macréfagos, células NK e DC) produzem citocinas (IL-12, TNF-
a e IFN-y) e moléculas efetoras (reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio), que controlam a
replicac@o parasitaria. Células do sistema imune inato, como dendriticas, fazem uma ponte entre a
imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas (IL-12) necessarias para a diferenciacdo e
expanséo clonal de células T auxiliar 1 (T helper 1 — Thl) CD4+ , assim como células T CD8+ e B.
IFN-y produzido por células Thl CD4+ ou células T CD8+ ativam mecanismos efetores em
macroéfagos, que destroem formas amastigotas e tripomastigotas fagocitadas, enquanto a atividade
citotdxica realizada pelas células T CD8+ destroem células com amastigotas internalizadas.

Fonte: Adaptado de Junqueira et al. (2010).

O T. cruzi apresenta moléculas que interagem com receptores de
reconhecimento padrdo, como os semelhantes a Toll (TLR, do inglés Toll-like
receptor). Nessa interagdo, é desencadeada a transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias, como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
interleucinas (IL), como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, além de Oxido Nitrico (NO, no inglés
Nitric Oxide). Dessa forma, sdo ativadas células apresentadoras de antigenos, e
fagdcitos séo recrutados para o tecido infectado (BAFICA et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2004; ALIBERTI et al., 1996; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012,
PELLEGRINI et al., 2011). A interagcdo de componentes moleculares do T. cruzi com
0s receptores na célula hospedeira também ativa células natural Kkiller (NK),

produzindo IFN-y, e macréfagos, estimulando a expressao de IL-10, IL-12, TGF-B e
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NO (BASSO, 2013). De igual modo, células dendriticas também exercem importante
papel na resposta a infeccdo por T. cruzi, na apresentacdo de antigenos e
expressao de citocinas, como IFN-y, TGF-$ e IL-10 (KENNETH et al., 2008).

Antunes e Cardoni (2000) apontam que IL-12 induz a sintese de IFN-y, que
ativa fagocitos, aumentando a producéo de NO, destruindo o T. cruzi. Por outro lado,
a producdo aumentada de NO inibe a sintese de IL-12, favorecendo a proliferacdo
de células T reguladoras, inibindo a expressédo de moléculas de adeséo e migracao
celular. Gazzinelli et al. (1992) e Hunter et al. (1997) relatam que a producdo
exacerbada de IFN-y e de IL-12 aumenta o processo inflamatério e dano tecidual,
sendo IL-10 e TGF-B importantes no controle da producdo dessas citocinas.
Portanto, as citocinas podem interagir estimulando a producao de outras citocinas ou
suprimindo-as.

Nesse contexto, as citocinas atuam de forma efetiva no desenvolvimento da
doenca de Chagas. Ha evidéncias de que individuos portadores de cardiomiopatia
IL-6, IL-2, IL-9 e

comparados aos pacientes com a forma indeterminada da doenca. Outro fator

chagasica apresentam mais IFN-y, TNF-q, IL-12 quando
observado em alguns estudos é que pacientes assintomaticos apresentam niveis de
IL-13, IL-5, IL-4 e
desenvolveram a forma cardiaca (GOMES et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2009;
ANDRADE et al., 2011). O quadro a seguir (Quadro 3) apresenta as citocinas

IL-10 circulantes mais elevados do que aqueles que

selecionadas para esse estudo, apontando sua fonte celular e algumas de suas
funcdes.

Quadro 3 — Representacédo resumida da fonte celular e funcdes das citocinas selecionadas
para esse estudo

(continua)
Comportamento
Citocina Fonte celular Funcéo (expresséao) na Referéncia

doenca de Chagas

) ] . Aumenta na forma

Inibe a proliferagéo de Th2; | . )
] indeterminada e na
ativa células NK e o . Garraud et al. (2003);
IFN-g Thl, CTL, NK. cardiomiopatia

macréfagos; regula e limita . . Murphy et al. (2010).
o chagasica cronica
danos teciduais.
severa.

TNF-a

Twl, algumas CTL,
macrofagos, NK.

Ativa e induz a producéo de
NO; regula a producéo de
citocinas; ativa e aumenta a
permeabilidade do endotélio

vascular.

Aumenta na forma
indeterminada e na
cardiomiopatia
chagasica cronica

severa.

Pérez, Bottasso e Savino
(2009); Murphy et al.
(2010).
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Quadro 3 — Representacdo resumida da fonte celular e fun¢cdes das citocinas selecionadas
para esse estudo

(concluséo)

Mondcitos, T2,

Comportamento
Citocina Fonte celular Funcéo (expresséo) na Referéncia
doenca de Chagas
Células T, Aumenta na
macréfagos, Estimula o crescimento de cardiomiopatia Abbas, Lichtman e Pillai
-6 células endoteliais, linfécitos B. chagasica cronica (2015).
células epiteliais. severa.
Troca de classe para IgG1
e 1gG3; inibe Tyl e
secrec¢do de citocinas, Couper, Blount e Riley
como IFN-g, IL-2, IL-12, IL- Aumenta na (2008); Garraud et al.

expressao de moléculas de

melandcitos, o . chagasica grave.
o adesdao; inibe a producéo

hepatdcitos, )
. de IgE estimulada por IL-4.

condacitos.

IL-10 18 e TNF-a; favorece a cardiomiopatia (2003); Parameswaran e
algumas Tul, Trec. . L. P .
resposta T2, caracterizada | chagasica cronica. Patial (2010); Murphy et
por IL4-, IL-5, IL-6 e IL-13; al. (2010).
co-estimula a proliferagéo
de mastocitos.
Macrofagos, ] ) .
) Estimula a migracédo de
fibroblastos, 3 ) .
) . células imunoldgicas, como o
células endoteliais, o Diminui na
o neutoéfilos, e aumento da o ) Zwahlen, Walz e Rot
*IL-8 queratinocitos, cardiomiopatia

(1993); Barros (2018).

CTL=cytotoxic lymphocyte (linfécito citotoxico), células NK= natural killer, NO= nitric oxide (6xido
nitrico). *Quimiocina.

Fonte: Adaptado de Albuquerque (2013).

O controle da infecgéo por T. cruzi depende de uma complexa interagédo dos
mecanismos da resposta imune. As citocinas desempenham fun¢des importantes na
ativacao e regulacdo da resposta imunolégica, polarizando essa resposta contra o
parasito (MATHEW et al., 2009). Contudo, além da interacdo mutua entre as
citocinas, capaz de induzir ou inibir sua expresséo, foi visto que as funcdes das
citocinas também séo afetadas pela constituicdo dos genes codificadores para essas
citocinas (BEUTLER; GRAEU, 1993; BREAM et al.,, 2002; CHOTIVANICH et al.,
2002; CARPENTER et al., 2007; DRISS et al., 2011).

Diversos estudos buscam compreender a influéncia que os polimorfismos dos
genes de citocinas possam ter nos niveis de expressdo dessas citocinas e,
consequentemente, na variabilidade da resposta imune. Estudos de associacao
clinica utilizando polimorfismos em genes de citocinas visam identificar marcadores
especificos e desfecho clinico da doenca através da comparagdo direta dos
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genotipos de citocinas encontrados em pacientes com as caracteristicas clinicas da
doencga, como a susceptibilidade, duragéo e gravidade (BEUTLER; GRAEU, 1993;
BREAM et al., 2002; CHOTIVANICH et al., 2002; CARPENTER et al., 2007; DRISS
et al., 2011).

1.7 Variabilidade genética como fator de risco para doenca de Chagas

A partir de descobertas como da anemia falciforme, da fibrose cistica e da
hemofilia, o aconselhamento genético vem norteando a tomada de decisGes de
progndstico. A resposta imune, determinada pelo gendtipo, pode favorecer ou ndo o
adoecimento do individuo ou o risco de desenvolver determinado agravo. Os
estudos de polimorfismos de uma populacdo exposta a diferentes agravos
possibilitam o entendimento da correlacdo do perfil genético com a susceptibilidade
a uma ou mais doencas dessa populacdo. Fatores genéticos tém um papel
importante para explicar essa variagdo na susceptibilidade as doencas. Por isso,
julga-se de grande importancia o estudo genético da populacdo a fim de se
compreender a interacdo entre a patogenia e o genétipo do individuo (HILL, 1998;
HILL, 2006; BURGNER; JAMIESON; BLACKWELL, 2006).

Uma das possibilidades para o padrdo individual de susceptibilidade
relacionada a fatores genéticos sdo os polimorfismos em genes de citocinas.
Variacdes nesses genes podem interferir na producdo de citocinas e até mesmo
favorecer o estabelecimento da infeccdo, além de contribuir com quadros mais
graves da doenca (WILSON et al., 1997; SMITH; HUMPHRIES, 2009).

Rodriguez-Pérez et al. (2005) sugerem que o alelo TNF-a-308A favoreca a
progressao da fase crbnica da DCh, como a evolucédo para Cardiopatia Chagasica,
enquanto o alelo G confere protecao contra essa evolugéo. Por outro lado, Drigo et
al. (2007) e Pissetti et al. (2011) ndo observaram relagdo de susceptibilidade ou
progressao em individuos que apresentaram esse genotipo.

Em outros estudos, Beraun et al. (1998) e Rodriguez-Pérez et al. (2005)
mostram que o0 TNF-a -238G/A n&o apresenta nenhuma relagdo com a
susceptibilidade ou evolucdo para a forma cardiaca. Pissetti et al. (2011) sugerem a
existéncia de uma associacao entre o alelo TNF-a -238A e a susceptibilidade a DCh,
pela maior produgcdo da citocina TNF-a, acarretando o escape do parasito e

evolucdo da doenga. Lopez-Maderuelo et al. (2003) e Chong et al. (2006) indicam
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que o polimorfismo +874A/T (rs2430561) no gene IFN-y pode atuar na
susceptibilidade a doencas infecciosas. De igual modo, Torres et al. (2010)
relacionaram o polimorfismo +874A/T a susceptibilidade a DCh na populacdo
colombiana, destacando a necessidade de futuros estudos que esclarecam a
relacdo com a progressao da infeccao.

Zafra et al. (2007) descreveram o incremento do alelo IL-123 +1188C 3’'UTR
em pacientes chagasicos com cardiopatia, que aumentaria 0s niveis de IL-12,
resultando em inflamagéao exacerbada. Costa et al. (2009) analisaram o polimorfismo
-1082A/G no gene IL-10 em pacientes brasileiros com quadro de cardiopatia
chagasica e observaram a baixa expressdo do alelo A com o comprometimento
cardiaco, pois baixos niveis da IL-10 estavam ligados a maior dano cardiaco.
Calzada et al. (2009) relataram, em peruanos e colombianos, que o alelo TGF-

B+10C estava associado a susceptibilidade a infec¢ao pelo T. cruzi (Quadro 4).

Quadro 4 — Apresentacao de alguns genes polimdrficos que possam atuar sobre a infec¢éo
por T. cruzi e sobre a progressédo para quadros de CCC (cardiopatia chagasica crbénica)

Gene Alelo Possivel efeito Referéncia
AA Favorece complicacdes da fase cronica,
como a CCC . i
— Rodriguez-Péres et al. (2005)
Protege contra complicacdes da fase
TNF-o (308A/G) G/G .
crbnica
Drigo et al. 2007);
AIG Sem correlagdo ) )
Pisseti et al. (2011)
. Beraun et al. (1998);
G/A Sem correlagdo ) )
TNF-o (-238G/A) Rodriguez-Pérez et al. (2005)
AIA Favorece o estabelecimento da infeccao Pisseti et al. (2011)
) ] Lépez-Maderuelo et al. (2003);
IFN-y (+874AIT) AlIA Favorece o estabelecimento da infeccado
Torres et al. (2010)
IL-12 (+1188A/C
AA Favorece a CCC Zafra et al. (2007)
3'UTR)
IL-10 (-1082A/G) AA Favorece a CCC Costa et al. (2009)
TGF-B (+10T/C) CcC Favorece o estabelecimento da infecgao Calzada et al. (2009)

Alelos AA- indicam homozigose para nucleotideos A; alelos GG- indicam homozigose para
nucleotideos G; Alelos AG e GA- indicam heterozigose; Alelos CC- indicam homozigose para o
nucleotideo C.

Fonte: Elaboracdo do autor, mediante revisédo bibliografica.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando estudos que buscaram compreender as variacbes das
concentracbes de citocinas frente a evolucdo clinica da doenca de Chagas,
guestionamo-nos se individuos do municipio de Barcelos infectados por T. cruzi
apresentam o mesmo perfil de citocinas que os participantes de outros estudos.

Dessa forma, esse estudo justifica-se pela:

e prevaléncia da doenca de Chagas entre os extrativistas no Rio Negro;

e presenca de triatomineos nas palmeiras da regido, aumentando a

possibilidade de infecgcdo humana vetorial;

e variacdo nos niveis de citocinas frente as formas clinicas da doenca de

Chagas.
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3 HIPOTESES

3.1 Hipdtese nula

Nossa hipotese nula é que os niveis de citocinas independem da infecgcéo

estabelecida por T. cruzi.

3.2 Hipotese alternativa

A hipotese alternativa € que individuos infectados por T. cruzi apresentam

niveis de citocinas diferentes em relacdo aos individuos néo infectados.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar o nivel de concentracdo das citocinas plasmaticas e a titulacao de
IgG T. cruzi na populacdo extrativista da fibra da piacava na Regido do Médio Rio

Negro, Amazonia brasileira.

4.2 Objetivos especificos

e Pesquisar anticorpos de classe IgG anti-T. cruzi;

e Avaliar o perfil clinico e eletrocardiogréfico;

e Verificar as concentracdes plasmaticas das citocinas IL-6, IL-10, TNF-
a, IFN-y e da quimiocina IL-8 entre individuos infectados e n&o infectados

por T. cruzi.
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S MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo, seccional, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz/CEP-IOC (ANEXO A), no qual buscamos
associar o estabelecimento da infeccdo por T. cruzi em uma populacdo exposta a
infeccdo vetorial durante sua permanéncia em area de extrativismo de produtos da
palmeira piacava.

Posteriormente, desdobrou-se em um estudo analitico observacional tipo
coorte a fim de ratificar se o tempo de exposi¢do a infeccdo e o nivel de citocinas
estdo relacionados a sorologia positiva para T. cruzi.

Os dados foram elencados de forma multivariada:

e Quantitativas: discretas e continuas;

e (ualitativas: nominal e ordinal;

e descritivas.

Os resultados estdo apresentados em tabelas e graficos. Foram apresentadas
as medidas de resumo:

e posicdo: média, mediana, minimo e maximo;

e variabilidade: desvio padréo;

e associagdo: razao de risco, correlagéo.

5.2 Amostragem estudada

Inicialmente, foi realizada uma consulta ao banco de dados do Laboratorio de
Doengas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz, de onde foi selecionada uma
amostragem de individuos de areas de extrativismo do municipio de Barcelos com
sorologia positiva para T. cruzi. A partir dessa selecao, foi realizada a busca desses
individuos no municipio.

Além dos individuos com sorologia positiva, foram incluidos outros individuos
também expostos a infec¢do pelo T. cruzi com sorologia desconhecida.

Foram incluidos 513 participantes nesse estudo. Considerando trabalhos que
relatam prevaléncia de soropositividade para T. cruzi de 6,5% entre a populacdo de

Barcelos (DUNCAN; DANILOW; MALHEIRO, 2015), sugeriu-se a possibilidade
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estatistica de serem encontrados 33 individuos com IgG positiva para T. cruzi.
Dessa forma, os individuos soronegativos tiveram os niveis de citocinas plasmaticos
comparados com aqueles com os IgG positivo.

Uma vez que a Regido Amazbnica é endémica para diversos agravos, além
da exposicdo a infeccdo pelo T. cruzi, foram incluidos individuos com histérico de
Leishmaniose tegumentar, Malaria e outras infec¢Bes parasitolégicas ou virais para
gue se compare seu padrao de resposta com dos demais participantes.

A populacéo foi convidada, através da programacédo da Radio Rio Negro (FM
87,9) e por busca ativa, a comparecer a Unidade Mista de Barcelos, onde receberam
informagdes pertinentes ao estudo, como esclarecimentos sobre o0s riscos,
beneficios, direitos, objetivos, procedimentos, voluntariedade, liberdade, sigilo e
anonimato. O servico de radio € o principal meio de comunicacdo em Barcelos entre
a populacédo da area urbana e as comunidades ribeirinhas.

A busca ativa também contou com o apoio e participacdo dos Agentes
Comunitarios de Saude das cinco Unidades Béasicas de Saude (UBS): Séo
Francisco, S8o Sebastido, Aparecida, Marard e Santo Antbnio; e também com a
Secretaria Estadual de Educacdo, Fundacdo Nacional do indio (FUNAI), Distrito
Sanitario Especial Indigena (DSEI) Alto Rio Negro, DSEI Yanomami e Fundacéo de
Vigilancia em Saude (FVS).

A triagem foi realizada no Hospital Geral de Barcelos, e o transporte para 0s
participantes residentes em comunidades e bairros distantes do hospital foi realizado
pela FUNAI, pelo Setor de Endemias da FVS e pelo 3° Batalhdo de Infantaria de
Selva do Exército (3°BIS).

ApoOs receber as devidas informacbes e havendo voluntariedade, o
participante assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXOS B e C) e respondeu ao questionario semiestruturado (ANEXO D), ou seja,
uma combinacdo de perguntas abertas e fechadas, oferecendo ao participante a
possibilidade de ponderar sobre o tema proposto, sem que haja influéncia do

pesquisador.

5.2.1 Ciitério de inclusao

Foram incluidos no estudo os individuos que expressaram voluntariedade por

meio de compreensdo e assinatura do TCLE. O critério de incluséo foi o individuo
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ter frequentado ou frequentar area de extrativismo (moradores e/ou extrativistas com
sorologia positiva ou desconhecida para T. cruzi).

Considerando a presenca de triatomineos infectados nas palmeiras,
abundantes nas areas de extrativismos, tomamos os individuos trabalhadores ou
moradores de areas de extrativismo de produtos da palmeira como grupo exposto.
Em contrapartida, os individuos que nunca frequentaram areas de extrativismo

foram tomados como grupo comparativo.

5.2.2 Ciitério de exclusao

Na&o foi aplicado critério de exclusdo nesse estudo.

5.3 Aplicacdo de questionario

O questionario aplicado apresentou 47 questbes. Foi lido por colaboradores
do estudo e respondido conforme informacdes prestadas pelo participante. Dessa
forma, foi possivel obter informacdes referentes a incluséo e ao perfil do participante,
aspectos epidemioldgicos e clinicos.

Cada questionario recebeu um cdédigo identificado, que consiste nas letras
BAR, seguido do numero sequencial de trés digitos e o ano de coleta. Exemplo:
BARO001/2017, no qual BAR corresponde a Barcelos, 001 o primeiro participante e
2017 o ano da coleta. Obs.: 0 numero sequencial separa-se do ano de coleta por
uma barra conforme exemplificado.

Essa mesma identificacao foi seguida nos tubos de coleta e na ficha médica.

5.4 Exame eletrocardiogréafico

O exame eletrocardiografico foi realizado nas dependéncias do Hospital Geral
de Barcelos, utilizando o eletrocardiografo Micromed WinCardio e, através do
sistema de Telemedicina, foram encaminhados ao Hospital Universitario Francisca
Mendes (HUFM-Manaus). Os tracados eletrocardiograficos foram analisados e
laudados por meédicos cardiologistas. Individuos que apresentaram alteracdes

cardiacas importantes, como bloqueio de ramo (direito ou esquerdo) e fibrilagdo
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atrial, foram encaminhados para acompanhamento no HUFM conforme orientacdo

do médico cardiologista, colaborador desse estudo.

5.5 Exame clinico

Todos os participantes foram encaminhados a exame clinico, realizados por
meédicos do DSEI Alto Rio Negro, das Unidades Basicas de Saude (UBS) dos bairros
Aparecida, Sao Francisco e S&o Sebastido e 3°BIS. Para isso, cada participante
recebeu uma ficha médica padrdo (ANEXO E), identificada como os formulérios de
guestionario, constando campos para anotacdes da pressao arterial (PA), frequéncia
cardiaca (pulso), auscultas cardiaca e pulmonar, realizacdo ou ndo de teste para
HIV e resultado, além das observacgfes feitas pelo médico e queixas e sintomas
relatados pelos participantes.

5.6 Coleta e processamento da amostra sanguinea

A coleta sanguinea foi realizada no Hospital Geral de Barcelos, local de
servico publico de salde e emergéncia do municipio.

Foram coletados cerca de 9ml de sangue de cada participante em dois tubos
vacutainer para coleta a vacuo: um tubo de 4ml contendo anticoagulante &acido-
etileno-diamino-tetracético (EDTA) e um tubo de 5ml contendo ativador de coagulo.
Ambos descartaveis e constituidos de material siliconizado. O material coletado
passou pelas seguintes etapas:

e 0s tubos coletores contendo sangue foram centrifugados a 4000rpm

(rotagBes por minuto) por 10 minutos;

e do tubo contendo fator anticoagulante foi transferido 1ml do sobrenadante
(plasma) para um tubo de criopreservacdo e armazenado em freezer, com
temperatura de -20°C. Esse material foi utilizado para os testes de
expressao de citocinas;

e do tubo contendo ativador de coagulo foi transferido o sobrenadante (soro)
para tubo de criopreservacao e armazenado a -20°C a fim de se realizar os

testes soroldgicos para T. cruzi.
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A realizacdo de todas as atividades no municipio de Barcelos contou
formalmente com o apoio e a colaboracdo das entidades publicas de saude do
municipio sob as devidas anuéncias (ANEXOS F a L).

5.6.1 Transporte do material para o Laboratorio de Doencas Parasitarias no Rio de

Janeiro

No final das atividades no municipio de Barcelos (cerca de 40 dias), o material
foi enviado para o IOC/Fiocruz-RJ por via aérea em caixas de transporte adequadas,
contendo gelo seco carbbnico, para evitar descongelamento, garantindo a
biosseguranca de manuseio, transporte, ambiente e do préprio material, e reduzir os
riscos. Essas precaucdes atendem a Portaria Normativa n° 585, de 7 de marco de
2013, do Ministério da Defesa, que “considera a biossegurangca um conjunto de
medidas que buscam anular, mitigar, controlar ou evitar riscos que possam afetar o
bem-estar humano, animal, vegetal e ambiental de maneira n&o intencional” (AIRES
et al., 2015).

5.6.2 Armazenamento do material nas dependéncias do laboratério

O soro permaneceu em freezer sob temperatura de -30°C.
O plasma para ensaios de expressao de citocinas foi armazenado em freezer

sob temperatura de -80°C.

5.7 Pesquisa soroldgica (IGG) anti-trypanosoma cruzi

A pesquisa de IgG foi realizada pelo Laboratério de Doencas Parasitaria
utilizando-se duas técnicas: Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o teste

imunoenzimatico ELISA.

5.7.1 Técnica de Imunofluorescéncia Indireta

Essa técnica busca a reagdo de soro ou plasma humano com o antigeno

fixado em laminas de microscopia para fluorescéncia e € visualizada em microscoépio
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de fluorescéncia. Nesse estudo, foi empregado o kit IFI-Chagas-Bio-Manguinhos
(Fiocruz-Brasil), buscando pesquisar anticorpos IgG em soro humano.

O referido kit integra:

e suspensdo de antigeno — 6 ml (mililitros);

e controle positivo - 0,3 ml;

e controle negativo - 0,3 ml;

e anti-lg humana conjugada com fluoresceina - 0,3 ml;

e (glicerina tamponada pH 9,0 + 0,5 — 10 ml,

e azul de Evans 0,1% - 1 ml;

e |aminas para IFI — 50 un.;

e laminulas — 50 un.;

e manual de instrucdes.

Nesse estudo, o teste consistiu na reacdo de soro humano com o parasito (T.
cruzi) fixado em laminas de microscopia para fluorescéncia. Para a visualizacdo da
reacao, foi adicionado anti-imunoglobulina humana (Ig), conjugada com isotiocianato
de fluoresceina.

As amostras, os controles e o0s reagentes foram homogeneizados em
temperatura ambiente antes do uso em teste para titulacdo do conjugado.

Para titulacdo do conjugado, foram utilizadas duas laminas, contendo 10
pocos cada. Em cada poco, foi aplicado 10uL da suspensdo antigénica
(homogeneizada). Apds a aplicacdo da suspensao antigénica, as laminas foram
mantidas em estufa a 37°C por 30 minutos a fim de que secassem.

Os controles positivo e negativo foram diluidos em tampéo fosfato salino
(PBS, do inglés Phosphat Buffered Saline) pH 7,2 (pH- potencial Hidrogénico). O
controle negativo foi diluido em 1:40, fazendo-se necessario utilizar 5uL de soro
humano, adicionando-se 200uL de PBS, sendo homogeneizado suavemente,
evitando a formacgao de bolhas.

O controle positivo foi diluido seriadamente em tubos da seguinte forma:
diluicdo A: 1:40 (5uL de soro humano + 200uL de PBS);
diluicdo B: 1:80 (100pL diluicdo A + 100uL de PBS);
diluicdo C: 1:160 (100puL da diluicdo B + 100uL de PBS);
diluicdo D: 1:320 (100puL da diluicdo C + 100uL de PBS).

O conteudo de cada tubo foi homogeneizado antes de cada diluicdo. As

laminas, ja secas, foram retiradas da estufa e observados os pogos de controle

positivo e negativo. Os poc¢os de controle negativo receberam 10uL da diluicdo 1:40
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(controle negativo). Os pocos de controle positivo receberam 10uL das diluicbes de
controle positivo. Cada poc¢o recebeu o conteddo de diluicdo correspondente,
atentando-se para que a ponta da ponteira ndo encostasse na superficie da lamina,
0 que provocaria retirada do antigeno.

Apos a distribuicdo das diluicdes em cada poco, as laminas foram incubadas
em estufa da marca Fanem, modelo Orion 502, a 37°C, por 30 minutos. As laminas
foram lavadas trés vezes com PBS, com duragédo de 5 minutos cada lavagem. Em
seguida, foram lavadas em agua destilada e secas em estufa por 10 minutos a 37°C.

Foram aplicados 10uL dos controles positivo e negativo diluidos em PBS aos
pocos correspondentes na lamina.

As amostras de soro provenientes dos participantes do estudo foram diluidas
nas proporcdes 1:40, 1:60, 1:80 e 1:160 na solucdo PBS. Cada diluicdo teve 10uL
aplicados em distintos pocos da lamina, sendo incubada por 30 minutos a 37°C em
estufa. Decorridos 30 minutos, as laminas foram lavadas em cuba por trés vezes em
PBS por cinco minutos cada lavagem, que foi finalizada em agua destilada.

Para secagem, as laminas foram levadas a estufa por 10 minutos a 37°C.

O conjugado anti-imunoglobulina (lg) humana-fluoresceina previamente
diluido em PBS-AE foi aplicado em 15uL em todos os pocos das laminas, sendo
estas incubadas por 30 minutos a 37°C e lavadas, em seguida, por trés vezes em
cubas com PBS, finalizando a lavagem em agua destilada. A secagem ocorreu em
estufa a 37°C por 10 minutos. Por fim, foram adicionadas quatro gotas de glicerina
tamponada sobre as laminas, sendo cobertas por laminulas e abrigadas da luz até o
momento da leitura, realizada em microscépio de imunofluorescéncia.

Quando a amostra € positiva, ou seja, apresenta anticorpo anti-T. cruzi, o
Ig+conjugado se liga ao parasito fixado na lamina, emitindo fluorescéncia, indicando
a positividade da reacdo. Foram consideradas positivas as amostras que
apresentam fluorescéncia a partir da diluicdo 1:40 (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplo de uma amostra com IgG positivo apresentada por técnica de
Imunofluorescénciaindireta

Fonte: Vircell Microbiologistis.
As amostras negativas, que nao apresentam anticorpo anti-T. cruzi, néo

estabelecem reacdo com o parasito fixado em lamina e ndo emitem fluorescéncia.

5.7.2 Ensaio Imunoenziméatico

O método qualitativo imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), estabelecido por Voller et al. (1975), baseia-se na interacdo antigeno-
anticorpo, que é evidenciada pela acdo de uma enzima e o substrato apropriado, e é
revelada por um cromogeno.

O método ELISA apresenta alta sensibilidade, requerendo a utilizacdo de
pouca quantidade de soro ou plasma. Além disso, proporciona a viabilidade de
processamento de varias amostras em uma placa (THORNTON et al., 2002).

Nesse estudo, foi utilizado o kit Chagatest ELISA recombinante v.3.0- Wiener
lab. (2000- Rosario-Angentina: 831259500/01), sendo aplicado o procedimento
especificado pelo fabricante, com reacdo em comprimento de onda primaria de
450nm e secundaria de 620nm, empregando 10ul de soro.

A técnica para deteccdo de anticorpo anti-T. cruzi empregada pelo Chagatest
3.0- Wiener fundamenta-se na diluicdo de amostras diluidas em suporte contendo os
antigenos recombinantes imobilizados (1, 2, 13, 36 e SAPA — do inglés Shed Acute
Phase Antigen), provenientes de proteinas especificas das formas tripomastigota e
epimastigota de T. cruzi, obtidos por técnica de DNA recombinante, correspondentes
a zonas altamente conservadas em diferentes cepas, caracterizando o método de 3°
geracao.

O kit contém os seguintes itens:
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e policubetas de tiras remomiveis, sensibilizadas com antigenos
recombinantes imobilizados de T. cruzi;

e conjugado de anti-imunoglobulinas humanas e peroxidase;

e revelador peroxido de hidrogénio 60mmol/l em tampéao citrato 50mmol/l pH
3,2;

e revelador tetrametilbencidina (TMB) 0,01mol/l em &cido cloridrico 0,1 N;

e stopper acido sulfdrico 2 N;

e tampdo de lavagem concentrado cloreto de sodio 1,4mol/l em tampéo
fosfato 100mmol/l e tensioativo néo idnico 0,19/l

e diluente de amostra: albumina bovina em solucéo fisioldgica tamponada
com fosfato pH 7,2;

e controle positivo de soro contendo anticorpo inativado anti-T. cruzi;

e controle negativo de soro nao reagente.

Seguindo orientacdes do fabricante, foi diluida uma parte do tampdo de
lavagem concentrado em quatro partes de agua destilada (1+4). Para interpretacao
de resultados, quando a amostra € positiva, ou seja, contém anticorpos especificos,
é formado um complexo com os antigenos, que permanecera unido ao suporte. A
fracdo nao ligada é eliminada por lavagem apds serem acrescentados anticorpos
anti-imunoglobulina humana conjugados com peroxidase. Caso a reacdo ocorra na
primeira etapa do processo, o conjugado se ligara.

Apds uma nova lavagem, foi acrescentado o substrato enzimético, que reage
com a peroxidase presente no conjugado, resultando em uma coloracado azul.
Quando a reacdo é interrompida com &cido sulfurico, a coloracdo mudara de azul
para amarelo. A coloracdo € lida em leitor de ELISA.

Dessa forma, para a realizacao do teste, os seguintes passos foram tomados:

e 0S reagentes e as amostras analisadas foram levados a temperatura
ambiente;

e foram aplicados 200puL do diluente de amostras em cada poco da cubeta;

e foram empregados, sobre o diluente, dois controles positivos (CP) e trés
controles negativos (CN), no volume de 10uL cada, nas respectivas
posi¢cdes na cubeta;

e de igual modo, foram aplicados 10uL das amostras a serem analisadas,
cada uma em sua posi¢cdo na cubeta;

¢ as policubetas foram cobertas e incubadas por 30 minutos a 37°C;
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passados 30 minutos, as cubetas foram lavadas por cinco vezes com
tampéao de lavagem;

o liquido residual, no final da lavagem, foi removido por inversdo das
cubetas sobre papel toalha;

seguidamente, foram aplicados 50uL de conjugado em cada poco;

as placas foram cobertas e levadas a estufa, permanecendo por 30
minutos a 37°C para secagem;

passados 30 minutos, as cubetas foram lavadas por cinco vezes com
tampao de lavagem;

o liquido residual, no final da lavagem, foi removido por inversao das
cubetas sobre papel toalha;

em seguida, em cada poco, foram aplicados 50uL de cada revelador;

as policubetas foram expostas a temperatura ambiente por 30 minutos;

por fim, cada poco recebeu 50uL de “Stopper”.

As policubetas foram levadas ao equipamento leitor de ELISA, da marca

Mindray, modelo MR-96A. O equipamento apresenta sistema de medicdo Optica

bicromatica, com método de deteccao por absorbancia, em filtro de 405nm a 630nm.

Os resultados foram interpretados conforme a absorbancia da amostra com o

valor do Cut-off, que é igual a média das leituras do Controle Negativo (CNXx),
dividido por 0,300 D.O. (30% da densidade optica).

Seguindo esses critérios, foram consideradas ndo reagentes as amostras com

absorbancia menor que o limite inferior da zona de indeterminacdo (300). Foram

consideradas reativas as amostras com absorbancia a partir de 0,300 D.O.

(densidade 6ptica) (Figura 6).

Figura 6 — Visualizac&o de reacdes de amostras em placa de ELISA para pesquisa de

anticorpos IgG

ElLisa R. (Wicwer)

-

Sopos VL

Os pocos em amarelos significam amostras positivas. Os poc¢os brancos contém amostras negativas.

Fonte: Cortesia — Dra. Patricia Zauza. Laboratério de Doencas Parasitarias. Instituto Oswaldo Cruz.
Rio de Janeiro.
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5.8 Ensaio da concentracao de citocinas plasmaticas

Os ensaios de citocinas foram realizados pelo Laboratério de
Imunofarmacologia-IOC por meio da Plataforma Tecnolégica do Programa de
Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para Saude PDTIS-Luminex, Fiocruz-Rio
de Janeiro.

Para esse ensaio, foi empregado kit comercial MilliPlex® MAP Kit, que
acompanha placa de 96 pocos, anticorpos de deteccao (bead), padrdes, tampéo de
ensaio, tampao de lavagem, diluente de amostra, diluente padrdo, diluente de
deteccdo de anticorpo, estreptavidina-PE, uma placa de fundo plano e fita de
vedacgdo. Para esse estudo, tomamos como referéncia cinco citocinas especificas:
IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a. Os Imunoensaios Milliplex® MAP Kit sdo construidos
em granulos magnéticos para a quantificacdo de citocinas multiplas, quimiocinas e
fatores de crescimento. Esses ensaios sdo oferecidos como painéis pré-misturados,
personalizadas ou conjuntos de singleplex.

O kit emprega anticorpos monoclonais conjugados especificos para cada uma
dessas citocinas, sensibilizados em placa de ELISA, possibilitando a quantificacéo
de niveis de citocina plasmatica expressa em pg/ml (picogramas por mililitro de
plasma). A leitura do resultado foi feita no comprimento de onda de 405nm em
espectrofotometro da marca Spectra Max, Molecular Devices®.

A tecnologia de imunoensaio Luminex permite a quantificacdo simultanea de
até 100 proteinas no soro, plasma, sobrenadante de cultura de tecidos ou lisado
celular. Os analitos possiveis incluem citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
receptores sollveis, horménios, moléculas de sinalizagdo/fosforiladas.

Semelhante ao ELISA, esse ensaio foi projetado de acordo com um formato
de imunoensaio em sanduiche de captura. As esferas acopladas ao anticorpo de
captura foram incubadas com padrbes de antigeno ou amostras por um tempo
especifico. A placa é entdo lavada para remover materiais nao ligados, seguida de
incubacdo com anticorpos de deteccao biotinilados. Apos a lavagem, os anticorpos
biotinilados néao ligados s&o incubados com um repdrter de conjugado
estreptavidina-ficoertrina (SA-PE) e, por fim, o leitor de matriz mede a fluorescéncia
do SA-PE ligado.

Seguindo as recomendacdes do fabricante, o ensaio se deu da seguinte

forma;
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e foram distribuidos 22uL de bead diluidas em cada poco da placa (96
poGos);

e a placa foi lavada duas vezes com 100uL de Buffer de lavagem;

e 0s plasmas humanos, assim como o padréo e o branco, foram vortexados
e adicionados 25L em seus respectivos pogos;

e ao abrigo de luz, as placas foram cobertas com fita de vedacdo e papel
aluminio e incubadas em agitador por 1 hora;

¢ a fita de vedacédo e o papel aluminio foram removidos, e a placa levada ao
leitor Spectra Max, Molecular Devices® Bio-Plex, em leitura no

comprimento de onda de 405nm.

5.9 Armazenamento dos dados

Os documentos (TCLE, questionario e ficha médica) foram digitalizados e
armazenados em computador. As versdes impressas encontram-se organizadas por
ordem de identificacdo em arquivo fisico.

Os dados obtidos, através do questionario sécio-epidemioldgico, da ficha
clinica, bem como resultados de eletrocardiograma, teste soroldgico e ensaio de
citocinas, foram transcritos e armazenados em banco de dados Microsoft® Excel®
2016 com cépia convertida para o banco elaborado no Software IBM® SPSS
Statistics® 22.

5.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software IBM® SPSS
Statistics® V22.0. Analises de comparacdes entre grupos de variaveis de
distribuicdo normal foram feitas através do teste de t-student (2 grupos) ou por
Andlise de Variancias (ANOVA) (mais de 2 grupos), enquanto as variaveis que
apresentaram distribuicdo ndo normal foram analisadas pelos testes Mann-Whitney,
para comparacao de dois grupos, e Kruskal-Wallis, para comparacdo de trés ou
mais grupos independentes. Foram considerados estatisticamente significativos 0s

resultados em que o valor de p foi menor ou igual a 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Analise descritiva do universo amostral

O estudo contou com a participacdo de 513 individuos, dos quais 299 (58%)
sdo masculinos e 214 (42%) femininos. A média de idade no grupo masculino foi de
41 anos, com desvio padrdo de 17,33 anos. Entre o grupo feminino, a média de

idade foi de 44 anos, e o desvio padrao de 17,08 anos (Tabela 2).

Tabela 2 — Descricdo da amostragem estudada na Regido do Médio Rio Negro-AM quanto ao
género (masculino e feminino) e média de idade

Género N % Média de idade + Desvio padréo
Masculino 299 58,0 41,68 17,33
Feminino 214 42,0 44,10 17,08

Total 513 100 43,53 17,23

N-namero de individuos. %- percentual.

Fonte: Elaboracgéo propria.

A classificagdo dos participantes apresentada por faixa etaria (Tabela 3)
mostra que 207 (40%) participantes encontram-se na faixa etaria compreendida
entre 31 e 50 anos, englobando 123 (41%) da amostragem masculina e 84 (39%) da

amostragem feminina.

Tabela 3 — Descricdo da amostragem definida por faixa-etaria e género, destacando a faixa
com maior percentual na populagdo estudada na Regido do Médio Rio Negro-AM

Faixa Etéria - Genero — Total
Masculino % Feminino %

0-10 4 1,0 1 0,5 5
11-20 22 7,0 21 10,0 43
21-30 45 15,0 37 17,0 82
31-40 61 20,0 37 17,0 98
41-50 62 21,0 47 22,0 109
51-60 48 16,0 37 17,0 85
61-70 33 11,0 20 10,0 53

>70 22 7,0 13 6,0 35

infol\rlr?;\do 2 1.0 L 0.5 3
Total 299 100 214 100 513

As linhas em destaque relacionam a faixa etaria onde se concentrou a maioria dos participantes.
Estes nameros foram somados, resultando 123 participantes na faixa de 31 a 50 anos (61+62),
correspondendo a 40% da amostragem.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Em relacdo a cor, 486 participantes (94,5%) se declararam pardos, dos quais

282 sdo masculinos e 204 femininos. O grupo de autodeclarados brancos somou

3,5% enquanto o grupo de autodeclarados negros somou 2% (Tabela 4).

Tabela 4 — Cor autodeclarada pelos participantes, mensurada por géneros masculino e
feminino na Regido do Médio Rio Negro-AM

Género
Cor - — Total %
Masculino % Feminino %
Negra 5 2,0 4 2,0 9 2,0
Branca 12 4,0 6 3,0 18 3,5
Parda 282 94,0 204 95,0 486 94,5
Total 299 100 214 100 513 100

Fonte: Elaboragéo propria.

Haja vista que a populacdo da Regido Amazodnica é constituida fortemente

por individuos indigenas, os participantes foram questionados quanto ao grupo

(etnia) a que pertencem. A maioria dos participantes (58,9%) se declarou Baré

engquanto 109 (21,2%) desconhecem sua etnia (Tabela 5)

Tabela 5 — Classificacdo dos participantes por etnia na Regido do Médio Rio Negro-AM

Etnia do Pai

Grupo indigena

Participantes

%

Baniwa 32 6,2
Baré 302 58,9
Cariano 1 0,2
Lanawa 1 0,2
Macunadebe 1 0,2
Oripacu 2 0,4
Tariana 1 0,2
Tatinaua 2 0,4
Dessana 1 0,2
Ticuna 1 0,2
Tucana 12 2,5
Uakixana 1 0,2
Yanomami 46 9,0
Sem informacéo 110 21,2
Total 513 100

Etnias (grupos) indigenas aos quais pertence a amostragem desse estudo, mostrando a maior

prevaléncia Baré

Fonte: Elaboracgéo propria.
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O grupo de expostos contou com 271 (60,5%) participantes masculinos e 177
(39,5%) femininos, totalizando 448 integrantes (Tabela 6). O grupo de ndo expostos
contou com 65 (13%) da amostragem total, sendo 28 (43%) participantes masculinos
e 37 (57%) femininos.

Tabela 6 — Classificagao por género entre expostos e ndo expostos ainfecgdo por T. cruzi em
area de extrativismo de produtos de palmeira na Regido do Médio Rio Negro-AM

Género Exposto Total
Sim % Nao %

Masculino 271 60,5 28 43,0 299

Feminino 177 39,5 37 57,0 214

Total 448 100 65 100 513

Fonte: Elaboragéo propria.

O tempo médio de exposicao, considerando o exercicio da extracdo de fibras
e produtos da palmeira e/ou moradia em territorio de extrativismo, foi de 19,17 anos.
Tanto na populagdo masculina quanto na feminina, a maior concentragéo esteve na
faixa de exposi¢do de até 10 anos, sendo 83 homens e 56 mulheres, representando
31% e 32% respectivamente. Um homem e duas mulheres ndo souberam responder

por quanto tempo viveram ou vivem na condi¢cao de expostos (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuicdo de tempo de exposi¢cdo na Regido do Médio Rio Negro-AM, classificada
por faixa com intervalo de 10 anos até a faixa de 41 a 50

Faixa de tempo Género
de exposicao - . Total
(anos) Masculino % Feminino %
Até 10 83 31,0 56 32,0 139
11-20 53 19,0 47 27,0 100
21-30 48 18,0 28 16,0 76
31-40 44 16 20 11,0 64
41-50 22 8 17 9,0 39
>50 20 7,5 7 4,0 27
Sem informagé&o 1 0,5 2 1,0 3
Total 270 100 175 100 448

Participantes com periodo de exposicdo a partir de 51 anos foram agrupados na faixa maior de 50
(>50).

Fonte: Elaboragéo propria.

Os participantes receberam uma placa contendo espécimes de triatomineos.
Ao observa-la, 434 (85%) participantes responderam ja terem visto o inseto em
algum momento, do quais 414 (95%) viram o triatomineo em area de piacaval e 20
(5%) viram-no em locais fora da aerea de extrativismo. Quando questionados se o
triatomineo os picou, 260 (51%) participantes relataram ver o triatomineo |hes

picando, ou notaram sangue em suas Maos ou pele e o triatomineo morto sobre o
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seu corpo ou caido ao chao proximo a rede onde dormiam. Entre aqueles que
asseguraram terem sido picados por triatomineos, 252 (97%) pertencem ao grupo
exposto, numa prevaléncia de 0,67 e razdo de risco 12,14. O nivel de significancia
estatistica foi menor que 0,05 (Tabela 8). Os demais 84 participantes ndo souberam

responder.

Tabela 8 — Analise de relacdo entre o fator exposicao e o risco de ser picado por triatomineos
na Regido do Médio Rio Negro-AM

Ja_picado valor de
Exposto - — Total pr PrxC | ZPrxC | OR p
Sim (%) Nao (%)
Sim 252 (97) 122 (72) 374 0,67 169,8
. 170,96 12,14 0,000
Nao 8 (3) 47 (28) 55 0,15 1,16
Total 260 (100) 169 (100) 429 0,61 157,58

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [l Pr x C =
somatorio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razédo de
risco. A prevaléncia de casos de picadas por triatomineos no grupo exposto foi de 0,67, e a razéo de
risco (OR) de 12,14. Valor de p<0,05.

Fonte: Elaboragéo propria.
A média de picadas foi proporcionalmente maior conforme o tempo de
exposicao até a faixa de 31 a 40 anos, com queda de 1,5% e 7% entre as faixas

seguintes (Tabela 9).

Tabela 9 — Média de picadas por triatomineos dentro das faixas de exposi¢do na Regido do
Médio Rio Negro-AM

Faixa/Tempo de Exposicao (anos)  Média de picadas

01-10 6,5
11-20 8,5
21-30 11,7
31-40 13,0
41-50 12,8
>50 11,9

Fonte: Elaboracgéo propria.

Grande parte da populacdo incluida nesse estudo reside em comunidades
ribeirinhas distantes da sede do municipio, 0 que requer, muitas vezes, viagens de
barco que ultrapassam duas horas para o percurso. Entre as comunidades de
residéncia podemos citar Tapera, Nova Jerusalém, Nova Vida, Tabaco, Akukuaia,
Aku Aku, Canafé, Floresta, Santa Luzia, S&o Francisco, Bandeira Branca e Piloto,
sendo esta ultima a mais proxima da sede, demandando cerca de quarenta minutos

em um percurso utilizando barco motor. Durante visita a essas comunidades,
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pudemos observar a presenca de escola ofertando ensino para os primeiros anos do
ensino fundamental (educacdo infantil) e de posto bésico de saude. Cada
comunidade possui um lider comunitario, que cuida, dentre outros assuntos, da
orientacdo quanto aos cuidados da saude. Essas comunidades também recebem,
periodicamente, visita da equipe de saude do Distrito Sanitario Especial Indigena,
que conta com meédicos, assistente social, enfermeiro(a), técnico e auxiliar de

enfermagem, dentista e auxiliar de consultério dentario.

6.2 Sorologia (IGG) anti-trypanosoma cruzi pela técnica de imunofluorescéncia

indireta

Foi feita pesquisa de anticorpo IgG anti-T. cruzi, por meio de IFI, com todas as
513 amostras coletadas, das quais 73 (14%) foram reagentes e 440 (86%) né&o
reagentes. Entre os reagentes, 71 (97%) pertencem ao grupo exposto, em uma
prevaléncia de 0,16 e razéo de risco de 5,93. A significancia estatistica foi de 0,006
(Tabela 10).

Tabela 10 — Andlise de relagao entre o fator exposicdo na Regido do Médio Rio Negro-AM e a
sorologia IgG pela técnica de imunofluorescéncia indireta

19G
Exposto _ J i Total Pr PrxC XPrxC OR Valor de p
Positivo | Negativo
Sim 71 377 448 0,16 11,25
x 11,31 5,93 0,006
Néo 2 63 65 0,03 0,06
Total 73 440 513 0,14 10,39

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [l Pr x C =
somatorio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razédo de
risco. A prevaléncia de sorologia IgG positiva pela técnica de IFI entre os expostos foi de 0,16,
enguanto entre os nao expostos foi de 0,03. Valor de p<0,05.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Entre os participantes que apresentaram sorologia 1gG positiva pela técnica
de IFI, 54 lembram terem sido picados por triatomineos, enquanto 9 ndo recordam o
episodio. O fato de ter sido picado por triatomineos aumenta em 11,71 vezes a

chance de o individuo apresentar um teste IFI reagente (Tabela 11).
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Tabela 11 — Analise de prevaléncia de sorologia IgG pela técnica de imunofluorescéncia
indireta entre individuos “picados” por triatomineos na Regido do Médio Rio Negro-AM

IgG
Picado " d ; Total pr prxC TPrxC | Valordep
Positivo Negativo
Sim 54 206 260 0,21 11,22
. 11,71 0,0005
N&o 9 154 163 0,06 0,50
Total 63 360 423 0,15 9,38

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo niumero de casos observados, £ Pr x C =
somatdrio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razédo de
risco. A prevaléncia de sorologia IgG positiva pela técnica de IFI entre os individuos que foram
“picados” por triatomineos foi de 0,21, enquanto entre os nado “picados” foi de 0,06. Valor de
p=0,0005.

Fonte: Elaboragéo propria.

Quando observamos o tempo de exposicdo, as maiores prevaléncias de
sorologia 1gG positiva pela técnica IFI concentram-se nas amostragens de individuos
gue estiveram no grupo exposto por 21 a 30 anos (0,17) e de 41 a 50 anos (0,25)
(Tabela 12).

Tabela 12 — Correlagao entre o tempo de exposi¢cdo na Regido do Médio Rio Negro-AM e a
prevaléncia de amostras com IgG positiva pela técnica de imunofluorescéncia indireta

Faixa IFI
Exposicao N&ao Total Pr PrxC | ZPrxC X2 \c/jzlor
(anos) Reagente reagente P
0 2 63 65 0,03 0,06
0,01-10 20 119 139 0,14 2,88
11-20 14 86 100 0,14 1,96
21-30 13 63 76 017 222 1188 1165 007
31-40 9 55 64 0,14 1,26
41-50 10 29 39 0,25 2,56
>50 5 22 27 0,18 0,92
Total 73 437 510 0,14 10,45

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [ Pr x C =
somatério da prevaléncia multiplicado pelo numero de casos, X?= qui-quadrado. Valor de p=0,07.

Fonte: Elaboragéo propria.
A prevaléncia de ensaio sorologia 1gG positiva por IFI aumenta
proporcionalmente com a faixa etaria do individuo (Tabela 13), na qual observamos

aumento aproximadamente 20% de prevaléncia a cada periodo de 10 anos.
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Tabela 13 — Analise de relagdo entre a faixa etaria e a prevaléncia de amostras reagentes a
técnica de IFl na Regido do Médio Rio Negro-AM

iy Valor de
axa IgG Total Pr PrxC | =PrxC X p
Etaria " ;
Positivo Negativo
0,01-30 8 122 130 0,06 0,49
31-40 10 88 98 0,10 1,02
41-50 16 93 109 0,15 2,35 12,22 16,94 0,005
51-60 18 67 85 0,22 3,81
>60 20 68 88 0,23 4,54
Total 72 438 510 0,14 10,16

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [ Pr x C =
somatdrio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, X?= qui-quadrado. Valor de p=0,005.

Fonte: Elaboracgéo propria.

6.3 Sorologia (IGG) anti-trypanosoma cruzi pelo ensaio imunoenziméatico (ELISA)

O ensaio ELISA apresentou-se reativo para 45 (9%) amostras, das quais 44
(98%) pertencem ao grupo de expostos, que apresentou razao de risco de 7,5. O
nivel de significancia estatistica foi de 0,021 (Tabela 14). Nao foi avaliada a
possibilidade de infec¢éo oral.

Os participantes que ja foram “picados” por triatomineos apresentaram
chances 3,5 maiores de obterem sorologia IgG positiva pelo método ELISA. A
prevaléncia nesse grupo foi de 0,08 enquanto entre os ndo expostos foi de 0,09,
com valor de p=0,001 (Tabela 15).

Tabela 14 — Andlise de relagao entre o fator exposicdo na Regido do Médio Rio Negro-AM e a
reacdo ao ELISA para T. cruzi

ELISA Valor de
Exposto N&o Total Pr PrxC PrxC OR
Reagente p
reagente
Sim 44 399 443 0,10 4,37 438 7,5 0,021
Néo 1 68 69 0,01 0,01 '
Total 45 467 512 0,09 3,96

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [ Pr x C =
somatdrio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razéo de
risco. A prevaléncia de sorologia IgG positiva pelo método ELISA entre os individuos expostos foi de
0,10, enquanto entre os ndo expostos foi de 0,01. A razdo de chance de individuos expostos
apresentarem IgG positiva por método ELISA foi de 7,5. Valor de p=0,021.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 15 - Andlise da influéncia da picada por triatomineo na Regido do Médio Rio Negro-AM
sobre o resultado de ELISA

ELISA Valor
Picado a Total r PrxC
! Reagente Néo P X TPrxC OR de p
reagente

Sim 35 377 412 0,08 2,97
3,50 0,97 0,001

Nao 6 63 69 0,09 0,52

Total 41 440 481 0,09 3,49

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [l Pr x C =
somatério da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razdo de
risco. A prevaléncia de sorologia IgG positiva pelo método ELISA entre os individuos ja “picados” por
triatomineos foi de 0,08, enquanto entre os nado “picados” foi de 0,09. A razdo de chance de
individuos expostos apresentarem IgG positiva por método ELISA foi de 0,97. Valor de p=0,001.

Fonte: Elaboragéo propria.

O tempo de exposicao mostrou ser um fator influente para a prevaléncia de
sorologia IgG positiva, cujas maiores concentracdes envolvem individuos com mais
de 10 anos de exposicdo (Tabela 16). A titulacio de IgG aumentou
consideravelmente na faixa de 41 a 50 anos de exposicdo (383,92) (Tabela 7 e

Figura 7).

Tabela 16 — Analise de relagéo entre o tempo de exposicdo na Regido do Médio Rio Negro-AM
e asorologia lgG anti- T. cruzi

Faixa IgG
Exposicao Total Pr PrxC SPrxC x? Valor de p
(anos) Positivo  Negativo
0 1 64 65 0,01 0,01
0,01-10 7 132 139 0,05 0,35
11-20 11 89 100 0,11 1,21
21-30 7 69 76 0,09 0,64 5,22 11,65 0,02
31-40 7 57 64 0,10 0,76
41-50 8 31 39 0,20 1,64
>50 4 23 27 0,15 0,59
Total 45 465 510 0,09 3,97

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, [ Pr x C =
somatério da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, X?= qui-quadrado. Valor de p=0,016.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 17 — Titulagado de IgG por ELISA: média comparada a faixa de tempo de exposi¢cdo na
Regido do Médio Rio Negro-AM

Titulo de IgG por ELISA

Faixa de Tempo de Exposicéo (anos) Média N E:dsr\g\g
0 42,68 65 38,48

0,1-10 100,24 139 322,16

11-20 130,14 100 403,84

21-30 162,03 76 440,73

31-40 156,05 64 415,25

41-50 383,92 39 747,56

51-60 237,71 20 532,30

>60 266,33 6 565,20

Total 144,28 510 415,80

0- n&o exposto, 0,1- um més.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 7: Titulagdo de IgG anti T. cruzi por ELISA conforme o tempo de exposi¢cdo na Regiéo
do Médio Rio Negro-AM
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Foram considerados positivos os titulos com densidade Optica a partir de 334. IgG- imunoglobulina G.

Fonte: Elaboragéo propria.

A incidéncia de sorologia IgG positiva pela técnica ELISA aumentou conforme
a faixa etaria, assim como seus niveis aumentaram conforme o aumento da idade
(Tabela 18 e Figura 8).
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Tabela 18 — Analise de relagdo entre a faixa etaria e areagdo ao ELISA para T. cruzi na

populacédo da Regido do Médio Rio Negro-AM

Eg)r(ig — 198 — Total | Pr | PrxC | 2PrxC X2 Valor de p
Positivo Negativo
0,01-30 1 130 131 0,01 0,01
31-40 8 90 98 0,08 0,65
41-50 11 98 109 0,10 1,11 5,38 17,71 0,005
51-60 12 73 85 0,14 1,69
>60 13 75 88 0,15 1,92
Total 45 466 511 0,09 3,96

IgG= imunoglobulina G, pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos
observados, [ Pr x C = somatério da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, X’= qui-
quadrado. Valor de p= 0,005.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 8 — Titulacdo de IgG comparada a idade do individuo (Regido do Médio Rio Negro-AM)
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IgG= imunoglobulina G. Idade escalada em anos.

Fonte: Elaboragéo propria.

Quando comparado o resultado da sorologia IgG sob o método ELISA em

relacdo as co-infecgdes, foi encontrada significancia estatistica (p<0,05) conforme a

combinacdo de infec¢cdes (Chagas, Malaria, Dengue, Leishmaniose Tegumentar

Americana) (Tabela 19).
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Tabela 19 — Analise de resultado do teste ELISA comparado ao niumero de agravos
apresentados pelo participante na Regido do Médio Rio Negro-AM

Nro_Infec* _ 19G : Total pr PrxC SPrxC X2 Valor de p
Positivo  Negativo

0 0 43 43 0,000 0,000
1 1 285 286 0,003 0,003
2 22 122 144 0,153 3,361 16,894 161,02 0,0000
3 18 16 34 0,529 9,529
4 4 0 4 1,000 4,000

Total 45 466 511 0,088 3,963

* Nro_Infec = Chagas + Malaria + Leishmania + Dengue

Fonte: Elaboragéo propria.

6.4 Andlise dos eletrocardiogramas

Nesse estudo, 357 (69%) participantes passaram por exame
eletrocardiogréafico (ECG), dos quais 115 (32%) apresentaram alteracao e 242 (68%)
apresentaram ECG normal. Entre os participantes com ECG alterado, 75 (65%) sé&o
do género masculino, com prevaléncia de 0,36. Entre participantes femininos, 40

(35%) apresentaram ECG alterado, prevaléncia de 0,27 (Tabela 20).

Tabela 20 — Analise de relagdo entre o género e alteracdes eletrocardiograficas dos moradores
na Regido do Médio Rio Negro-AM

ECG
Género Total pr PrxC PrxC OR valor de p
Alterado  Normal
Masculino 75 136 211 0,36 26,66
- 37,62 1,46 0,11
Feminino 40 106 146 0,27 10,96
Total 115 242 357 0,32 37,04

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo niumero de casos observados, £ Pr x C = somatorio da
prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = raz&o de risco. A prevaléncia de
alteracdes cardiacas demonstradas por ECG foi de 0,36 entre os e homens e de 0,27 entre as mulheres. Valor
de p>0,05.

Fonte: Elaboragéo propria.

Considerando a Terceira Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre
analise e emissdao de laudos eletrocardiograficos (PASTORE et al.,, 2009), as
alteracdes eletrocardiogréaficas dos participantes foram categorizadas em arritmias

cardiacas (34 participantes), repolarizagdo ventricular (52 participantes), sobrecarga
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das camaras cardiacas (1 participante) e disturbios de conducéo intraventriculares

(28 participantes) (Quadro 5).

Quadro 5 — Categorizacao das alteracdes eletrocardiograficas apresentadas pelos moradores
da Regido do Médio Rio Negro-AM

Género % entre os participantes com
Alteracido de ECG Masculino Feminino Total alteracd eletrocardiografica
(n=115)
Arritmias cardiacas 24 10 34 30
Alteragdo na _repolarlzagao 31 21 52 45
ventricular
Sobrecarga fjas camaras 1 0 1 1
cardiacas
Dls_turblos de_ conducédo 18 10 o8 24
intraventriculares
Total 74 41 115 100

Categorizacdo das alteracBes eletrocardiograficas mostrando que a prevaléncia de alteracdo na
repolarizacdo ventricular seguida de arritmia cardiaca. ECG-eletrocardiograma.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Entre as arritmias cardiacas, a maioria dos participantes apresentou
bradicardia sinusal (18), sendo 13 masculinos e 5 femininos. Em seguida, 5
participantes apresentaram taquicardia sinusal (4 masculinos e 1 feminino) enquanto

taquicardia supraventricular foi apresentada por apenas 1 participante (Tabela 21).

Tabela 21 — Arritmias cardiacas entre os moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM

Arritmia cardiaca Sexo Total % entre os participantes com
Masculino Feminino ECG alterado (n=115)
Taquicardia supraventricular 0 1 1 1,0
Taquicardia sinusal 4 1 5 4,0
Bradicardia sinusal 13 5 18 16,0
Total 17 7 24 21,0

Apresentacdo das alteragcdes do ritmo cardiaco, onde podemos observar que a maioria foi
caracterizada como bradicardia sinusal. %= percentual representado. ECG= eletrocardiograma. n=
total de individuos.

Fonte: Elaboracgéo propria.
As alteracbes supraventriculares foram apresentadas somente por
participantes masculinos, dos quais 2 apresentaram ritmo atrial ectopico e 1

apresentou fibrilacdo atrial (Tabela 22).
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Tabela 22 — AlteragGes do ritmo supraventricular entre os moradores da Regido do Médio Rio

Negro-AM
Andlise das alteragées de ritmo Sexo Total % entre os participantes com
supraventricular Masculino Feminino ECG alterado (n=115)
Ritmo atrial ectopico 2 0 2 2,0
Fibrilaco atrial 1 0 1 1,0
Total 3 0 3 3,0

Apresentacado das alterac6es do ritmo supraventricular, observando que foram apresentadas somente

por participantes masculinos. %= percentual representado. ECG= eletrocardiograma. n= total de
individuos.

Fonte: Elaboragéo propria.

As arritmias ventriculares foram predominantemente extrassistélicas, com
distribuicdo relativamente similar entre os participantes masculinos (4) e femininos
(3) (Tabela 23).

Tabela 23 — Arritmias ventriculares apresentadas pelos moradores da Regido do Médio Rio

Negro-AM
. I _ Sexo % entre os participantes com
Anadlise das arritmias ventriculares Total
Masculino Feminino ECG alterado (n=115)
Extrassistoles ventriculares 4 3 7 6,0
Total 4 3 7 6,0

Apresentacdo das arritmias ventriculares, predominantemente extrassistolial. %= percentual
representado. ECG= eletrocardiograma. n= total de individuos.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Alteracéo da repolarizagdo ventricular foi apresentada pela maior parte dos
participantes (52), envolvendo 31 participantes masculinos e 21 femininos (Tabela
24).

Tabela 24 — Alteracéo da repolarizacéo ventricular entre moradores da Regido do Médio Rio

Negro-AM
Sexo % entre os participantes
Analise da repolarizacao ventricular ) . Total com ECG alterado
Masculino  Feminino (n=115)
Alteracdo da repolarizagéo ventricular 31 21 52 45,0
Total 31 21 52 45,0

Apresentacdo da alteracdo de repolarizacdo ventricular, caracterizando a alteracdo mais frequente
nos participantes. %= percentual representado. ECG= eletrocardiograma. n= total de individuos.

Fonte: Elaboragéo propria.

AlteracOes intraventriculares foram apresentadas por 27 participantes, dos
guais 24 apresentaram bloqueio de ramo direito, sendo 16 masculinos e 8 femininos,
enquanto bloqueio de ramo esquerdo foi apresentado por 3 participantes (1
masculino e 2 femininos). Bloqueio divisional anterossuperior foi apresentado por 14
participantes (11 masculinos e 3 femininos) (Tabela 25).

56



Tabela 25 — Bloqueios intraventriculares apresentadas pelos moradores da Regido do Médio

Rio Negro-AM
. o . Sexo % entre os participantes
Andlise de blogueios intraventriculares Masculine  Fermining Total com ECG altgradop()n:115)
Blogueio de ramo esquerdo 1 2 3 3,0
Bloqueio de ramo direito 16 8 24 21,0
Blogueio divisional anterossuperior 11 3 14 12,0
Total 28 13 41 35,0

Apresentacdo dos bloqueios intraventriculares, onde podemos observar que a maioria foi
caracterizada como bloqueio de ramo direito. %= percentual representado. ECG= eletrocardiograma.
n= total de individuos.

Fonte: Elaboracéo propria.
Por fim, 1 participante masculino apresentou sobrecarga das camaras

cardiacas com sobrecarga ventricular esquerda (Tabela 26).

Tabela 26 — Analise de sobrecarga das camaras cardiacas apresentadas pelos participantes na
Regido do Médio Rio Negro-AM

Sobrecarga das camaras cardiacas Sexo Total % entre os participantes
Masculino  Feminino com ECG alterado (n=115)
Sobrecarga ventricular esquerda 1 0 1 1,0
Total 1 0 1 1,0

Apresentacao da sobrecarga das camaras cardiacas, observando que a maioria consistiu no blogueio
divisional anterossuperior. %= percentual representado. ECG= eletrocardiograma. n= total de
individuos.

Fonte: Elaboragéo propria.

A média de idade dos participantes com alteracao cardiaca foi de 48,95 anos,
com erro padrao de 1,70 e significancia estatistica de 0,011.

A maior prevaléncia de alteracdes cardiacas (0,35) foi encontrada no grupo
exposto, no qual 108 participantes apresentaram algum tipo de alteragdo, sendo a

significancia estatistica de 0,011 (Tabela 27).

Tabela 27 — Anédlise de relacdo entre o fator exposicdo na Regido do Médio Rio Negro-AM e
alteracbes no ECG

ECG valor de
Exposto Alterado Normal Total | Pr PrxC Y>PrxC OR D
Sim 108 204 312 0,35 37,38
N0 7 38 45 016 1,09 3847 287 0011

Total 115 242 357 0,32 37,34

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, £ Pr x C =
somatério da prevaléncia multiplicado pelo niumero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razdo de
risco. A prevaléncia de alterac8es cardiacas demonstradas por ECG foi de 0,35 entre 0s expostos e
de 0,16 entre os ndo expostos. Valor de p=0,011.

Fonte: Elaboragéo propria.
Entre os participantes com sorologia IgG positiva, apenas 34 (75,5%)
realizaram ECG, entre os quais 44% apresentaram alteracdo cardiaca, embora nao

tenha sido encontrada significancia estatistica (Tabela 28).
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Tabela 28 — Comparacédo dos resultados do eletrocardiograma com a sorologia IgG anti- T.
cruzi entre os moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM

ECG valor de
I9G Alterado (%)  Normal (%) | 70! | Pr | PrxC | zPrxc | OR |
Positivo 15 (44) 19(56) 34 0,44 662
Negativo 99 (31) 223(69) 322 0,31 3044 37,06 1,78 0,112
Total 114 242 356 0,32 3651

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo numero de casos observados, £ Pr x C =
somatdrio da prevaléncia multiplicado pelo nimero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razédo de
risco. A prevaléncia de alteragdes cardiacas demonstradas por ECG foi 0,44 entre os individuos com
IgG positivo e 0,34 entre os negativos. Valor de p=0,112.

Fonte: Elaboragéo propria.

Entre os participantes com sorologia IgG positiva, a alteracdo mais frequente
foi da repolarizag&o ventricular (8), contudo, ndo houve significancia estatistica. Essa
alteracdo eletrocardiografica também foi predominante entre os participantes com
IgG negativo (Tabela 29).

Tabela 29 — Alterac@es eletrocardiogréaficas apresentadas entre os participantes com
sorologias IgG positiva e negativa para T. cruzi, moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM

Abreviatura Alteracéo 1gG Positivo 1gG Negativo o Total

0,
(n=45) & (n=468) % (h=513) Valorp
ARV Alteracao de _repolarlza(;ao 8 18,0 44 95 52 0,142
ventricular
BDAS Blogueio divisional antero 3 7.0 11 2.0 14 0,135
superior
BradSin Bradicardia sinusal 3 7,0 15 3,0 18 0,314
BRD Bloqueio de ramo direito 1 2,0 18 4,0 19 0,497
BRE Blogueio de ramo esquerdo 1 2,0 2 0,5 3 0,169
ESV Extrassistole ventricular 0 0,0 3 1,0 3 0,180
FibAtr Fibrilacao atrial 1 2,0 0 0,0 1 0,002
RAEct Ritmo atrial ectopico 0 0,0 2 0,5 2 0,642
ScVE Sobrecarga ventricular 0 0.0 1 0.2 1 0,742
esquerda
Taqg_Sin Taquicardia sinusal 0 0,0 5 1,0 5 0,460
TagSV Taquicardia supraventricular 0 0,0 1 0,2 1 0,743
Total 17 38,0 102 22,0 119

Alteracdes eletrocardiograficas apresentados pelos participantes, mostrando que a maioria dos
soropositivos para T. cruzi apresenta alteracdo na repolarizagdo ventricular. IgG= imunoglobulina G.
n= total de individuos. %= percentual representado em cada grupo.

Fonte: Elaboragéo propria.

6.5 Descricéo dos resultados do exame clinico

A afericdo da presséao arterial sistélica e diastélica (PAS e PAD) mostrou que
a média na populacéo estudada foi de 113 por 73 mmHg (milimetros de mercurio). A
distribuicdo apresentou-se quase homogénea entre homens (114 por 73 mmHg) e

mulheres (113 por 72 mmHg). Também néo foi vista discrepancia entre expostos e
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ndo expostos. Por outro lado, individuos com sorologia IgG positiva para T. cruzi
apresentaram pressdo arterial mais alta (120 por 77 mmHg) que os individuos
soronegativos (113 por 72 mmHg) (Tabela 30).

Tabela 30 — Média da presséo arterial (sistélica e diastdlica) dos moradores da Regido do
Médio Rio Negro-AM comparada entre género, exposicao e sorologia IgG anti-T. cruzi

Média (mmHg)

PAS Desvio pAD  Desvio
padrao padrdo
Masculino 114 14,92 73 9,07
Sexo .
Feminino 113 11,32 72 9,12
Sim 114 13,59 73 9,12
Exposto .
Nao 111 12,85 71 8,9
10G Positivo 120 10,68 77 7,98
g Negativo 113 13,61 72 9,09

PAS- presséo arterial sistélica, PAD- pressao arterial diastélica, mmHg- miligrama de mercdurio.
Fonte: Elaboragéo propria.

Considerando a conceituacdo de hipertensao arterial, conforme a 7° Diretriz
Brasileira de Hipertensdo Arterial (MALACHIAS et al.,, 2016), na qual séo
considerados hipertensos individuos que apresentam niveis pressoricos de PAS >
140 mmHg e/ou PAD > 90 mmHg, categorizamos, entdo, os individuos
sugestivamente em hipertensos e nao hipertensos. Dessa forma, 31 participantes
foram considerados hipertensos, cuja média foi 140 por 84 mmHg na amostragem
geral. 97% dos participantes estdo no grupo exposto a infeccéo vetorial por T. cruzi,

maioria masculina (78%), e 28% apresentaram sorologia IgG positiva (Tabela 31).

Tabela 31 — Caracterizagado dos individuos considerados hipertensos (PAS> 140 mmHg e/ou
PAD > 90 mmHg) na Regido do Médio Rio Negro-AM

Hipertenso Total | Pr | PrxC | SPrxC | OR | Valordep
Sim % Nao %

Masculino 24 770 230 56,0 254 0,09 2,27

Sexo o 2,53 2,71 0,019
Feminino 7 22,5 182 44,0 189 0,04 0,26
Sim 30 97,0 366 89,0 396 0,08 2,27

Exposto 2,29 3,77 0,167
Nao 1 3,0 46 11,0 47 0,02 0,02
Positivo 9 29,0 33 8,0 42 0,21 1,93

IgG 3,14 4,70 0,000

Negativo 22 71,0 379 920 401 0,05 121

pr= prevaléncia, Pr x C= prevaléncia multiplicada pelo nimero de casos observados, £ Pr x C =
somatério da prevaléncia multiplicado pelo niumero de casos, OR (do inglés Odds Ration) = razdo de
risco. A prevaléncia de hipertensao foi de 0,09 entre o sexo masculino, que apresentou risco 2,71
vezes maior que a populagédo feminina. Entre os expostos, a prevaléncia foi de 0,08 e a razéo de
risco igual a 3,77. Por sua vez, individuos com IgG positivo para T. cruzi apresentaram risco relativo
de 4,40 maior de desenvolverem hipertensdo que os soronegativos. A prevaléncia de hipertenséo
entre os soropositivos foi de 0,21. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p <
0,05.

Fonte: Elaboracéo propria.

59



6.6 Quantificacdo de citocinas plasmaticas

Observando as tabelas a seguir, podemos perceber que a concentracao
média (em pg/ml) de citocinas plasméticas foi maior no grupo exposto, com excecao
de IFN-y (Tabela 32, Figura9 A, B, C, D, E).

Tabela 32 — Média de concentracédo de citocinas (pg/ml) nos grupos exposto e ndo exposto a
infeccao vetorial por T. cruzi na Regido do Médio Rio Negro-AM

Citocina Exposto N Média (pg/ml) Desvio Padrao Valor de p
N&o 29 36,09 65,36
IFN-y 0,484
Sim 211 63,78 211,09
N&o 29 63,40 173,56
IL-10 0,848
Sim 211 51,24 335,38
Nao 29 17,70 189,13
IL-6 0,610
Sim 211 23,27 582,02
Nao 29 54,38 62,34
IL-8 0,439
Sim 211 65,53 73,81
Nao 29 48,38 42,10
TNF-a 0,755
Sim 211 65,11 287,04

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- numero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 9 — Concentragao de citocinas comparada entre individuos expostos e ndo expostos a
infeccao vetorial por T. cruzi em areas de piacaval na Regido do Médio Rio Negro-AM
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IFN-g= interferon gama, IL= interleucina, TNFa= Fator de necrose tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), pg/ml= picogramas por mililitro.

Fonte: Elaboracéo propria.
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As concentracbes de IL-10 apresentaram correlacdo com o tempo de
exposicdo (p=0,021). Os individuos expostos por até 10 anos apresentaram média
de 53,15 pg/ml. As concentragcdes dessa citocina diminuiram nas faixas de 11 a 20
anos (resultando a média de 23,75 pg/ml) e de 21 a 30 anos (média de 16,37 pg/ml).
Houve ligeiro aumento nas faixas de 31 a 40 anos (média de 18,82 pg/ml) e de 41 a
60 anos (média de 19,83 pg/ml). Essas concentra¢des retomaram queda quando a
exposicao foi maior que 50 anos (média de 13,09 pg/ml).

As concentracdes de IFN-y foram maiores nos individuos expostos por um
periodo de 21 a 30 anos (média de 67,27 pg/ml), enquanto as menores
concentracfes foram apresentadas nas exposicdes por menos de 11 anos (média
de 9,27 pg/ml) e por mais de 50 anos (média de 8,8 pg/ml).

Os niveis de IL-6 mostraram aumento discreto quanto maior foi o tempo de
exposicao até os 30 anos. A partir dos 31 anos de exposicao, foram observadas
menores concentracdes. IL-8 teve a maior concentracdo (média de 76,94 pg/ml)
entre individuos expostos na faixa de 21 a 30 anos. A quimiocina IL-8 apresentou
maior concentracdo entre os individuos com mais de 50 anos de exposi¢cao (média
de 56,09 pg/ml). Por sua vez, TNF-a foi a citocina com maior média (121,68 pg/ml)
nos individuos com até 10 anos de exposi¢cdo (Tabela 33, Figura 10 A, B, C, D e E).

Quando comparadas as concentracdes de citocinas em relacdo ao sexo, foi
visto que o grupo masculino apresenta maiores concentracdes para todas as
citocinas, nas quais as médias foram: IFN-y- 63,76, IL-10- 64,85, IL-6- 27,50, IL-8-
66,46, TNF-a— 73,37. Houve significancia estatistica para IL-6 (valor de p=0,035)
(Tabela 34 e Figura 11).
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Tabela 33 — Analise de significancia estatistica do tempo de exposi¢cdo na Regido do Médio Rio
Negro-AM e da concentragdo média de citocinas

Tempo de IFN-y IL-10 IL-6
exposi¢ao Desvio  Valor Desvio  Valor Desvio  Valor
Média Padrao dep Média Padrao dep Média Padrdo dep

0,1-10 139 927 364,54 53,15 160,09 20,46 23,42
11-20 100 48,14 76,8 23,75 34,51 21,89 46,83
21-30 76 6727 157,82 0.467 16,37 1053 gozg 2115 3343 (a0
31-40 64 4057 70,96 18,82 23,71 19,24 17,91
41-50 39 61,85 118,08 19,83 18,79 13,72 10,95
>50 27 g8 8,07 13,09 85,82 12,66 11,76

Tempo de IL-8 TNF-a

exposicao Desvio Valor de Desvio Valor de

Média Padrdo p Média  Padrao p

0,1-10 139 62,01 76,09 121,68 542,06

11-20 100 8,95 65,99 451 31,13

21-30 76 7694 108,82 0.030 4,77 3729 (00

31-40 64 50,65 38,16 39,92 28,17

41-50 39 65,67 50,9 40,25 31,89

>50 27 56,09 54,34 21,89 21,98

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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IFN-g pg/ml

Figura 10 — Concentracfes de citocinas conforme faixa de tempo de exposicao vetorial por T.
cruzi na Regiao Médio do Rio Negro-AM
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Concentragcbes de citocinas medidas em pg/ml (picogramas por mililitro) de plasma. A- IFN-
v= interferon gama, B- IL-10= interleucina 10, C- IL-6= Interleucina 6, D- IL-8= Interleucina 8, E- TNF-
o= Fator de necrose tumoral (do inglés Tumor Necrosis Factor), pg/ml= picogramas por mililitro

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 34 — Comparacao de médias (pg/ml) de citocinas plasmaticas entre os grupos
masculino e feminino moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM

Citocina  Género N Média  Desvio Padrdo Valordep
i 146 63,76 242,80

IFN-y Masculino 0,748
i 146 64,85 397,79

IL-10 Masculino 0.465
i 146 27,50 69,32

IL-6 Masculino 0,035
Feminino 94 14,99 13,32

IL-8 Masculino 146 66,46 82,82 0.546
Feminino 94 60,65 52,83

TNF-a Masculino 146 73,37 343,44 0,465
Feminino 94 47,13 48,37

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 11 — Concentragdes de citonas plasmaticas comparada entre individuos masculinos e
femininos moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM
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IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.
IL-8 foi a Unica que apresentou maiores concentracdes entre os individuos
com IgG positva (95,93 pg/ml). As demais citocinas apresentaram maiores

concentracdes entre os individuos com IgG negativa (Tabela 35 e Figuras 12 A, B,
C,D, E).
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Tabela 35 — Comparacédo das médias na dosagem de citocinas da populagdo do Médio Rio
Negro-AM mediante sorologia IgG

Citocina IgG N Média Desvio Padréo Valor de p
Negativo 198 67,37 217,94

IFN-y 0,021
Positivo 42 27,74 45,61
Negativo 198 59,44 351,84

IL-10 0,480
Positivo 42 20,95 26,93
Negativo 198 23,24 60,09

IL-6 0,695
Positivo 42 19,57 15,86
Negativo 198 57,45 60,24

IL-8 0,032
Positivo 42 95,93 109,32
Negativo 198 65,14 296,40

TNF-o 0,590
Positivo 42 53,43 33,97

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 12 — Dosagem de citocinas comparada a sorologia IgG anti- T. cruzi entre a populagao
do Médio Rio Negro-AM
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A- IFN-y= interferon gama, B- IL-10= interleucina 10, C- IL-6= Interleucina 6, D- IL-8= Interleucina 8,

E- TNF-o= Fator de necrose tumoral (do inglés Tumor Necrosis Factor), pg/ml= picogramas por
mililitro.
Fonte: Elaboracéo propria.
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Em geral, maiores niveis de citocinas também foram apresentados por
individuos que ja foram “picados” por triatomineos, com excec¢do de IL-10, cuja
maior média (102,62 pg/ml) foi vista entre aqueles que nunca foram “picados”
(Tabela 36).

Tabela 36 — Comparacado das concentragdes de citocinas entre individuos “picados” e nao
“picados” por triatomineos na Regido do Médio Rio Negro-AM

Citocina Picado N Média  Desvio Padrao  Valorde p

Sim 131 54,42 116,33

IFN-y 0,588
Nao 74 46,23 76,90
Sim 131 27,94 101,92

IL10 0,137
Nao 74 102,62 556,72
Sim 131 17,22 20,15

IL6 0,221
Nao 74 26,76 84,98
Sim 131 55,94 46,05

IL8 0,315
Nao 74 63,78 64,58
Sim 131 44,00 49,98

TNF-o 0,529
Nao 74 48,59 59,68

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/mL- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.

IFN-y foi a Unica citocina com maiores concentragdes entre individuos sem
alteracdo eletrocardiografica (média de 61,19 pg/ml). As demais citocinas
apresentaram maiores concentracdes entre aqueles com alteracdo. Nessa analise,
por ora, ndo classificamos a alteracdo apresentada. Entre os alterados, as maiores
médias foram nas citocinas TNF-a (110,78 pg/ml) e IL-10 (105,37 pg/ml). O valor de
p para essa ultima foi 0,019, mostrando significAncia estatistica dos niveis dessa

citocina em relagéo ao eletrocardiograma alterado (Tabela 37).
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Tabela 37 — Concentracgao de citocinas entre os grupos com ECG normal e alterado na
populagédo do Médio Rio Negro-AM

Desvio

Citocina ECG N Média ~ Valor de p
Padrao
Alterado 67 8,76 338,02
IFN-y 0,562
Normal 122 61,19 116,69
Alterado 67 105,37 583,17
IL-10 0,158
Normal 122 28,40 107,21
Alterado 67 34,48 90,50
IL-6 0,019
Normal 122 14,36 19,38
Alterado 67 68,14 85,30
IL-8 0,122
Normal 122 51,23 62,73
Alterado 67 110,78 504,29
TNF-a 0,121
Normal 122 39,19 47,68

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/mL- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Foi visto que as concentracdes de IFN-y aumentaram significativamente entre
agueles que tiveram Malaria, nas quais a média foi 68,08 pg/ml (valor de p= 0,055),
enquanto os participantes que nao tiveram Malaria apresentaram média de 32,80
pg/ml. A variacdo das demais citocinas foi menor entre esses dois grupos (Tabela
38).

Tabela 38 — Analise estatistica da concentragéo de citocinas entre os participantes com e sem
histérico de Malaria, moradores da Regiéo do Médio Rio Negro-AM

Malaria
Sim (n=188) Nao (n=52)
Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo Valor de p
IFN-y 68,08 222,4 32,80 61,46 0,055
IL10 54,16 350,9 47,44 167,96 0,846
IL6 22,5 60,4 22,76 27,70 0,972
IL8 62,56 75,8 70,05 59,15 0,450
TNF-a 65,70 303,1 53,66 58,62 0,610

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/mL- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboracgéo propria.
Os participantes que tiveram Leishmaniose Tegumentar Americana
apresentaram mais IL-10 (média de 118,02 pg/ml) quando comparados com agueles

que ndo tiveram a doenca (a média dessa citocina foi de 26,89 pg/ml). De igual

68



modo, as concentracdes médias de IL-6 (35,90 pg/ml) e IL-8 (78,14 pg/ml, p=0,053)
foram maiores em individuos que tiveram Leishmaniose quando comparados com

agueles que néo tiveram a doenca (Tabela 39).

Tabela 39 — Concentragdo de citocinas entre os moradores da Regido do Médio Rio Negro-AM,
com e sem histérico de Leishmaniose Tegumentar Americana

Leishmaniose Tegumentar Americana

Sim (n=68) N&o (n=172)
Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo VaI(F))r de
IFN-y 47,04 97,00 65,73 227,48 0,373
IL-10 118,02 580,00 26,89 94,40 0,202
IL-6 35,90 96,16 17,34 22,41 0.120
IL-8 78,14 68,19 58,66 73,59 0,053
TNF-« 56,85 59,92 65,56 316,37 0,730

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.

Foram observadas maiores concentragdes de IL-10 (média de 132,94 pg/ml),
IL-6 (média de 36,50 pg/ml) e de IL-8 (média de 79,81 pg/ml) entre os participantes
qgue tiveram Dengue. Entre aqueles que n&o tiveram a doenca, as maiores
concentragcbes foram para IFN-y (média de 66,53 pg/ml) e TNF-a (média de 64,63
pg/ml) (Tabela 40).

Tabela 40 — Concentracéo de citocinas entre os moradoes da Regido do Médio Rio Negro-AM
gue relataram dengue e aqueles que negaram a doenca.

Dengue
Sim (n=54) N&o (184)
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao Valor de p
IFN-y 41,62 79,38 66,53 223,37 0,207
IL-10 132,94 657,03 29,56 78,87 0,254
IL-6 36,50 100,93 18,62 30,37 0,204
IL-8 79,81 109,83 59,63 57,24 0,199
TNF-o, 58,11 77,52 64,63 305,14 0,793

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis
Factor), N- nimero de individuos, pg/ml- picograma por mililitro.

Fonte: Elaboragéo propria.
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O quadro 6 sintetiza os resultados obtidos, comparados as concentracdes de
citocinas. Nele estdo expostas a situacdo da citocina, se aumenta ou diminui as
concentracdes, mediante as condigcbes do participante referentes a exposicdo, a
sorologia IgG positiva, ao historico de Malaria, Leishmaniose Tegumentar Americana

e Dengue, e a alteracao eletrocardiografica.

Quadro 6 — Sintese dos resultados observados referentes a concentracéo de citocina
plasmatica da populacdo do Médio Rio Negro-AM

Condicao IFN-y IL-10 IL-6 IL-8 TNF-a
Individuos o
Aumenta 77% Diminui 19% Aumenta 31,5% | Aumenta 20,5% | Aumenta 34,5%
expostos
IgG positivo Diminui 59% Diminui 65% Diminui 16% Aumenta 67% Diminui 18%
Malaria Aumenta 11% Aumenta 14% Diminui 1% Diminui 11% Aumenta 22%

Leishmaniose

Tegumentar Diminui 28% Aumenta 339% | Aumenta 107% Aumenta 33% Diminui 13%
Americana
Dengue Diminui 37% Aumenta 350% Aumenta 96% Aumenta 34% Diminui 10%
ECG alterado Diminui 86% Aumenta 271% | Aumenta 140% Aumenta 33% Aumenta 183%

*em relagdo aos individuos que ndo apresentam estas condi¢des

IFN-y- Interferon gama, IL- Interleucina, TNF-a— Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis

Factor).

Fonte: Elaboragéo propria.
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7 DISCUSSAO

7.1 Analise descritiva do universo amostral

A andlise descritiva desse estudo mostra que ndo houve grandes mudancas
no perfil populacional ou socioepidemioldgico da Regido do Rio Negro desde os
primeiros trabalhos realizados por nossa equipe. O extrativismo de fibra da piacava
continua sendo uma importante atividade laboral no municipio de Barcelos, e
individuos que exercem essa atividade apresentam grandes chances de sofrerem
infeccdo vetorial por T. cruzi, corroborando os estudos que inspiraram e nortearam a
presente dissertacdo, dos quais podemos citar Coura, Barrett e Naranjo (1994),
Albajar (2003), Junqueira (2005) e Brum-Soares (2009). O cenario epidemiolégico
continua o mesmo, como podemos perceber nesse estudo, realizado mais de duas
décadas apds a introducdo da investigacdo por nossa equipe no municipio de
Barcelos.

Estudos realizados por Brum-Soares et al. (2010), Duncan, Danillow e
Malheiro (2015) e Coura, Junqueira e Ferreira (2018) indicam tendéncia a
consideravel prevaléncia de soropositividade entre individuos expostos em areas de
piacabais. Isso se deve a presenca de triatomineos hematofagos presentes no meio
silvestre, bem como animais que venham a servir de reservatorio do T. cruzi,
servindo de alimento para o homem. Outro fator importante também se da pela
ingestdo de frutas e sucos contaminados por fezes de triatomineos, requerendo
cuidados no seu manuseio (COURA, 2015).

Apesar da importancia da atividade extrativista, existe a caréncia de
regulamentacdo da profissdo, bem como de um sistema de cadastro, a fim de
mensurar 0 quantitativo de individuos que a exercem no municipio de Barcelos.
Essa demanda pdde ser observada durante nossas expedicbes e consulta a
documentos, como o livro de Menezes (2014), que aponta 551 piagabeiros no
municipio de Barcelos. Contudo, a Cooperativa dos Piacabeiros do municipio
apresentou o cadastro de 53 trabalhadores, reforcando a necessidade de
levantamento do quadro profissional e atualizagéo de cadastro.

O predominio discreto de participantes masculinos também corrobora com
estudo realizado por Brum-Soares (2009), no qual esse grupo representou 56% da
amostragem. Essa distribuicdo € caracteristica da cultura humana, na qual o homem

€ tomado como o provedor do sustento da familia, e a mulher a cuidadora do lar.
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A distribuicho ndo homogénea da idade dos participantes também foi
encontrada nos estudos anteriores, como o de Albajar (2003), quando o0 maior grupo
apresentou idade até 22 anos. Na amostragem levantada por Brum-Soares (2009), a
idade predominou entre 37 e 56 anos, enquanto, no estudo de Duncan, Danilow e
Malheiros (2015), a faixa predominante foi de 20 a 59 anos.

Em relacdo as etnias, de acordo com a Federacdo das Organizacbes
Indigenas do Rio Negro (FOIRN), os grupos indigenas do Rio Negro sé&o
classificados como Povos da Floresta e Povos do Rio. Os Povos de Floresta séo
formados pelas etnias Hupde, Yuhup, Nadéb e Dow. Os denominados Povos do Rio,
por sua vez, sdo formados pelas etnias Arapaco, Barasana, Bara, Desana, Cubeo,
Karapand, Makuna, Miriti-Tapuia, Siriano, Tariano, Taiwano, Tatuyo, Tukano,
Tuyuka, Wanano, Baniwa, Coripaco, Baré, Werekena e Tariana. Os Barés formam o
maior grupo indigena da Regido do Rio Negro, o que justifica o predominio dessa
etnia na nossa amostragem. E importante destacar que a populacdo declarada
indigena nesse estudo, embora possa ser descendente de duas etnias distintas, ndo
descende de pais naturais de outros estados, ou seja, podemos caracteriza-los
cCOmo amazonenses hativos, sem parentesco préximo (pai e mae) em outro estado
ou pais.

Uma curiosidade esta relacionada aos indigenas de etnia Yanomami, uma
vez que os 46 participantes sdo descendentes de pai e mde da mesma etnia,
evidenciando o isolamento de uma linhagem genética e étnica, ja que ndo sofreram
miscigenacdo, diferente dos representantes de outras etnias, os quais, algumas
vezes, relataram ser descendentes de duas etnias distintas, mas consideram-se
pertencer a etnia do pai.

Referente a apresentacdo das placas contendo amostras de triatomineos,
essa é uma pratica adotada em todos os estudos referentes a DCh na Regido do Rio
Negro realizados pelo nosso grupo. Essa € uma forma de confirmar se o participante
realmente teve contato com esse vetor e se ja foi picado por ele, além de identificar
possivel domiciliacdo e focos em piagabais. Ao menos, dois participantes negaram
ter visto um barbeiro ou ter sido picado e, quando lhes foi apresentada a placa,
relataram ter visto um espécime e terem sido picados. Inclusive, capturaram desses
insetos em suas casas e nos entregaram, sendo confirmado se tratar de um
hematéfago. Dessa forma, corroborando com observagbes de Coura, Naranjo e
Willcox (1995), observamos correlacdo entre a exposicdo e o reconhecimento do

triatomineo. Albajar (2003) sugeria declinio na exposicdo vetorial. Contudo, nao
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observamos o mesmo, considerando que 97% dos individuos expostos ao vetor em
area de extrativismo sofreram picadas do triatomineo e muitos ndo conseguiam
mensurar quantas vezes foram “picados”.

O triatomineo, conforme o histérico de picadas, compartilha habitat com os
assentamentos dos piacabeiros, que, embora reconhecam o inseto, carecem de
maior conscientizagao e acesso a medidas protetivas, como o0 uso de mosquiteiros e
repelentes. A presenca de triatomineos em piacabais € uma realidade, e é
preocupante a tendéncia a urbanizacdo e a domiciliacdo desses insetos, o que
talvez seja influenciada pelo transporte desses em meio a piagcava ou outros
produtos, como acai. Além da presenca de triatomineos no ambiente silvestre,
também circulam anofelinos, o que contribui com o aparecimento de Malaria,
endémica no Rio Negro (SUAREZ-MUTIS; COURA, 2007; COUTINHO et al., 2018),
além de fleb6tomos, transmissores da LTA. Dessa forma, justifica-se a presenca de
participantes com relatos desses agravos.

A prevaléncia de Malaria observada nesse estudo é exatamente a descrita
por Albajar (2003). Por outro lado, essa prevaléncia é subestimada, pois, durante o
desenvolvimento desse estudo, muitos moradores de Barcelos procuraram as
unidades de saude com sintomas da doenca, sendo confirmado por testes de
lamina. Contudo, devido ao incdmodo dos sintomas, muitos ndo puderam participar,
pois ndo se sentiam dispostos a responder ao questionario e submeterem-se aos
demais procedimentos, como coleta sanguinea e realizacao de ECG.

A amostragem acometida por LTA também esta subestimada, pois o0s
participantes relataram sobre parentes e colegas que apresentaram a doenca, mas
nao participaram desse estudo. Logo, é notoria a endemicidade de Maléaria e LTA na
regido, demonstrando a necessidade de revisdo nas medidas de controle dessas
doencas, haja vista que séo agravos histéricos e com tendéncia a aumento. Dados
do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (2016) apontam a notificacdo
de 19.518 casos da doenga no estado do Amazonas, no periodo de 2007 a 2017,

dos quais 201 procediam do municipio de Barcelos.

7.2 Andlise dos eletrocardiogramas

Chama atencédo a prevaléncia de eletrocardiogramas alterados, mostando a
necessidade de investigagdao dos fatores que possam estar induzindo a esse

achado. A principio, ndo foi observada associacdo de ECG alterado com a
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exposicao vetorial ou exercicio de atividades em areas de piacaval. Contudo,
posterior a esse estudo, foi prestada a informacao, por meio de dialogos informais,
de que seria comum o consumo de gasolina entre os piagabeiros e a inalacédo de
produtos alucinégenos por um grupo especifico de participantes desse estudo.
Porém, nos careceu incluir essa abordagem nesse estudo, a fim de estabelecer
correlacao entre 0 uso dessas substancias e as alteracdes eletrocardiograficas. Nao
foram encontrados estudos de correlacdo entre a ingestdo de gasolina e
comprometimento das funcBes cardiacas, talvez por desconhecimento dessa
pratica. Todavia, McCall (1987) aponta alteracGes eletrocardiograficas comuns no
alcoolismo, como a fibrilagdo atrial, extra-sistoles ventriculares, disturbios da
conducdo atrioventricular, bloqueio de ramo, hipertrofia do ventriculo esquerdo e
anormalidades da repolarizacdo. De acordo com De Lucia et al. (2006), o uso de
alucinégenos demonstra correlacdo com alteracbes do SNC e cardiacas, como
taquicardia e hipertensdo. Isso sugere uma extensdo do estudo, abordando essa
pratica, devido as alteracbes eletrocardiograficas apontadas semelhantes as
apresentadas pelos participantes soronegativos para T. cruzi nesse estudo.

A realizacdo de exame ECG exigiu disponibilidade de tempo do técnico
operador do aparelho e adequacdo a demanda de pacientes que nao pertencem a
esse estudo. Dessa forma, somada a necessidade de deslocamento dos
participantes em dia posterior ao preenchimento de questionario e coleta sanguinea,
o procedimento ndo pbde ser aderido por todos aqueles que atenderam ao perfil de
inclusédo. Essas dificuldades justificam a adeséo de 69% dos participantes.

De igual modo, nao foi possivel que todos os participantes com sorologia IgG
positiva para T. cruzi atendessem ao exame. Contudo, devido & participagdo de um
expressivo contingente de participantes (69%) submetidos ao ECG e com resultado
sorolégico, foi permitido que comparassemos ambos os resultados. As alteracbes do
ECG nesse estudo também foram referenciadas por Brum-Soares et al. (2010) em
uma amostragem populacional da Microrregidao do Rio Negro- Amazonas. De igual
modo, essas altera¢des ndo sugerem relagdo com a faixa etaria.

SimOes et al. (2018) apontam a disfuncdo ventricular esquerda global
decorrente da cardiopatia dilatada como uma evolugéo da cardiomiopatia chagasica.
De acordo com a Diretriz Latino-Americana para o Diagnostico e Tratamento da
Cardiopatia Chagasica, a fase crbnica da cardiomiopatia chagasica pode ser
classificada em cinco estagios: A, B1, B2, C e D (ANDRADE et al., 2011).
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O estagio A engloba os pacientes sob risco de desenvolver insuficiéncia
cardiaca e que apresentam sorologia positiva, mas sem cardiopatia estrutural ou
sintomas de insuficiéncia cardiaca e alteracdes digestivas, caracterizando a forma
indeterminada. O estagio B1 inclui os pacientes com cardiopatia estrutural, com
evidéncias de alteracdes eletrocardiograficas, contudo, a funcéo ventricular global &
normal. No estagio B2, estdo aqueles que apresentam cardiopatia com disfuncéo
ventricular global, mas sem sinais e sintomas prévios ou atuais de ICC. Enquanto no
estagio C os pacientes apresentam disfuncdo ventricular e sintomas prévios ou
atuais de insuficiéncia cardiaca, os pacientes em estagio D apresentam sintomas
refratarios de insuficiéncia cardiaca em repouso (ANDRADE et al., 2011).

Laranja, Dias e Nobrega (1948) descreveram algumas alteracOes de ECG e
tracaram o perfl com a miocardiopatia chagéasica crénica. Desse modo,
consideraram que a miocardite chagasica é uma doenca de individuos mocgos entre
20 e 40 anos de idade. Corroborando essa afirmativa e achados de Albajar (2003) e
de Brum-Soaes (2009), esse estudo também encontrou grande prevaléncia de
alteracdes eletrocardiograficas em participantes na faixa etaria de 31 a 40 anos.

Assim como Brum-Soares (2009) encontrou 45% de individuos
sororreagentes, nosso estudo encontrou percentual proximo a esse (47%). Por outro
lado, embora a pesquisadora tenha observado alteragdo em 22% dos nao
reagentes, em nosso estudo, esse percentual subiu para 31%. Essa alta taxa de
individuos com alteracéo eletrocardiogréafica desperta a necessidade de investigacao
sobre fatores que possam influenciar esse resultado, como caracterizacao genética,
atividades laborais, pratica ou auséncia de atividade fisica, habitos de alimentacéo

entre outros.

7.3 Sorologia (IGG) anti-trypanosoma cruzi

A divergéncia de resultados entre as técnicas de IFI e ELISA também foram
apontadas por Albajar (2003) e Brum-Soares (2009), sugerindo resultados falso-
positivos por IFI em decorréncia da presenca de anticorpos para outros agravos,
como Malaria e LTA. Essa evidéncia requer uma maior investigagdo, inclusive
revendo os valores de titulos de IFI para a regidao amazoénica (COURA; JUNQUEIRA,;
FERREIRA, 2018).

Conforme esperado, a titulagcdo analisada por técnica ELISA, entre os

individuos expostos e com historico de picadas por triatomineos, foi mais elevada do
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gue entre os ndo expostos ou sem histérico de picadas, corroborando com outros
estudos (COURA; BARRETT; NARANJO, 1994; ALBAJAR, 2003). Nenhum
participante soropositivo relatou transfusdo sanguinea, descartando, assim, infeccédo
por esse método. De igual modo, ndo foram relatados casos de infeccéo oral, o que
nao € descartado nessa amostragem.

Considerando a soroprevaléncia entre individuos expostos em areas de
piacabais, recomenda-se maior atencdo as medidas de vigilancia e controle nessas
areas. A prevaléncia de soropositividade entre individuos expostos a infec¢éo por T.
cruzi em area de extrativismo corrobora com inquéritos sorolégicos que apontam 0s
piacabeiros como grupo de risco para infeccdo pelo parasito (COURA; BARRETT,;
NARANJO, 1994; ALBAJAR, 2003; BRUM-SOARES, 2009; COURA; JUNQUEIRA;
FERREIRA, 2018).

7.4 Descricdo dos resultados do exame clinico

As observacdes meédicas durante o exame clinico, em conjunto com 0s
exames eletrocardiograficos, sugerem a forma indeterminada da doenca de Chagas
na fase crénica, no municipio de Barcelos, o que nao significa que ndo havera
progressao para quadros cardiacos, gastrintestinais e/ou outras complicagdes.

Pinto et al. (2008) sugerem gue a morbidade na fase crénica da doenca de
Chagas, no municipio de Barcelos, seja baixa (2,8-5%) devido aos baixos niveis de
parasitemia ou as caracteristicas das cepas circulantes. De fato, posteriormente a
conclusao desse estudo, foram reportados dois 6bitos: O primeiro, paciente de sexo
masculino, 89 anos de idade, ex-extrativista da piacava, deu entrada no Hospital
Geral de Barcelos apresentando quadro grave de cardiomegalia, vindo a 6bito cerca
de sete dias apds internacdo hospitalar. No ano seguinte (2018), outro paciente
portador da doenca de Chagas crbnica, sexo masculino, 36 anos de idade,
ingressou no mesmo hospital com quadro de dispinéia, astenia e cansaco. Exames
radiolégicos mostraram cardiomegalia e infiltrado pulmonar. O ECG apontou
bloqueio de ramo direito, e o paciente foi transferido para o HUFM-AM, indo a ébito
em aproximadamente trés meses apos apresentacdo do quadro relatado.

Uma vez que a manifestacdo de sintomas e a evolugéo cardiaca da doenca
de Chagas foram detectadas no municipio de Barcelos em curto espaco de tempo
antecedente ao Obito, a Secretaria Municipal de Salude e os DSEIls do municipio

foram orientados a acompanhar os participantes soropositivos, com uma rotina
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periodica de avaliacdo médica e eletrocardiografica. Também houve oientacdo para

a realizacdo de exames de imagem (radiografia) quando o médico julgar pertinente.

7.5 Quantificagcdo de citocinas plasmaticas

Quanto aos niveis de citocinas, estudos, como os de Doffinger et al. (1999),
Ottenhoff et al. (2000) e Holland (2000), mostraram menores concentragdes de IFN-
y frente a infecgBes por micobactérias, Salmonella, Listeria, virus, protozoarios e
helmintos, o que também foi observado nessa amostragem quando consideramos
gue os individuos sorologicamente confirmados infectados por T. cruzi tiveram
menores concentracdes da citocina em seu plasma, comparado aos individuos com
sorologia negativa, assim como observou Duncan, Danilow e Malheiros (2015). O
mesmo resultado foi encontrado entre os individuos acometidos por LTA e Dengue,
embora ndo tenha havido significancia estatistica. Por outro lado, a média dessa
citocina foi maior no grupo que nao teve Malaria. Esses dados vao de encontro aos
achados de Pisseti et al. (2009), que observou niveis maiores de IFN-y plasmaticas
entre individuos soropositivos para T. cruzi. Barral e Barral-Netto (2009) sugerem
gue haja competicdo antigénica com predominio dos antigenos que levam a uma
resposta de citocinas antagbnicas ao IFN-y, como a IL-10, quando se trata de
Leishmaniose cutanea difusa, cuja investigacdo ndo contempla o nosso estudo.
Contudo, n&o descartamos essa competicdo quando consideramos que a
concentracdo tenha sido maior entre os individuos que foram acometidos por
Malaria, agravo altamente endémico na Microrregido do Rio Negro, onde esse
estudo se desenvolveu.

De acordo com Sousa (2012), individuos com forma indeterminada da doenca
de Chagas produzem significativamente mais IL-10 e menos TNF-a do que
pacientes com miocardiopatia chagasica. Nesse estudo, foram obtidos resultados
contraditorios a essa afirmativa, pois os individuos que apresentaram algum tipo de
alteracdo eletrocardiografica tiveram maiores concentragbes de IL-10 e TNF-
ao. Embora essas duas citocinas apresentaram tendéncia a aumentarem suas
concentragcbes plasméticas em situacdes de alteracdo eletrocardiografica, a média
de TNF-a foi ainda ligeiramente superior & de IL-10. Esses dados corroboram com
Silva et al. (2008) que encontraram, no grupo com eletrocardiograma alterado,

maiores concentracdes de IFN-y.
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Foi observada possivel acdo antagbnica dos niveis de IL-10 sobre IFN-y,
como sugerem Barral e Barral-Netto (2009). Quando comparamos esses niveis entre
os participantes com relatos de Dengue, Malaria e LTA, foi observada IL-10 mais
alta que a de IFN-y. Por outro lado, assim como IFN-y, a média de IL-10 também foi
menor entre os individuos com sorologia positiva para T. cruzi do mesmo modo
apresentado por Duncan, Danilow e Malheiros (2015). Corroboramos ainda com
Barral e Barral-Netto (2009) quando observamos que os niveis de IL-10 foram
inversamente proporcionais aos de IFN-y nas demais analises.

Quanto ao acometimento por Malaria, as concentracbes de IL-10 foram
maiores nos individuos que tiveram a doenca por até 10 vezes. Por outro lado,
individuos que apresentaram a doenca por 11 a 20 vezes obtiveram concentracao
média da citocina equivalente aos individuos que nunca tiveram Malaria. Riley et al.
(2006) relatam que a inducao de IL-10 e TGF-p é essencial para a prevencdo de
complicacBes de formas graves da Malaria. Quanto a esse aspecto, esse estudo néo
contemplou a investigacdo de quadros graves e morbidades causadas pela Malaria
a fim de confirmarmos a observacdo do autor em nossa amostragem.

As concentracdes de IL-6 observadas nesse estudo corroboram os achados
de Tsutamoto et al. (1998) e Jenny et al. (2002), que apontam a associacao dos
niveis de IL-6 com as condi¢cdes de saude decorrentes da idade, apresentando
maiores niveis da citocina. Entre as condi¢cdes, encontram-se complicacfes
cardiovasculares. De igual modo, concentracfes elevadas dessa citocina também
foram encontradas entre os individuos com eletrocadiograma alterado.

Diferentemente do que observou Pissetti et al. (2009), nossos resultados
mostraram niveis de TNF-a superiores aos de IL-10 e IFN-y entre 0s soropositivos.
Quando analisadas as concentracbes de TNF-a juntas aos agravos, maiores
concentracbes foram apresentadas entre aqueles que relataram Malaria. Diante
disso, podemos mencionar estudos de Machado et al. (2004), que instiga uma
investigacdo mais incisiva, uma vez que sugere a correlacdo dessa citocina com
quadros de Malaria graves.

Quanto a IL-8, pouco se sabe sobre sua atuacdo na doenca de Chagas.
Contudo, Pereira et al. (2014) observaram niveis mais elevados em pacientes
portadores de dislipidemias que apresentavam doencas cardiovasculares, sugerindo
sua associacdo ao risco de desenvolvimento de doencga cardiovascular. Por outro
lado, Barros (2018) encontrou niveis mais baixos de IL-8 em pacientes com a CCC

grave quando comparados as formas indeterminada e cardiaca leve. O papel da IL-8
78



nao tem sido amplamente demonstrado na doenca de Chagas, contudo, 0 Nn0sSso
estudo mostrou tendéncia ao aumento nos niveis dessa quimiocina nos individuos
soropositivos para T. cruzi e com alteracdo eletrocardiografica. Esses achados
evidenciam a necessidade de investigacbes sobre sua importancia na

imunopatogénese das formas clinicas da doenca.
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8 CONCLUSOES PARCIAIS

Diante dos dados apurados, atendendo aos objetivos da pesquisa, podemos

concluir que:

e a pesquisa de anticorpos de classe IgG anti-T. cruzi confirmou que o risco
de infeccéo pelo parasito em areas de extrativismo de produtos da palmeira
piacava perpetua no municipio de Barcelos, corroborando estudos
realizados por nossa equipe na regido do Médio Rio Negro.

e a diferenca dos niveis de citocinas sugere tendéncia a menores
concentragbes de IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a entre os individuos com
sorologia IgG positiva, enquanto IL-8 aumenta significativamente. Contudo,
novos estudos sdo necessarios para que esse achado seja validado, bem
como maiores investigacoes sobre a atuacao de IL-8 merecem atencao;

e individuos com eletrocardiograma alterado, independente da condi¢cédo de
doenca de Chagas, apresentam maiores concentracdes de IL-6, IL-8, IL-10
e TNF-a;

e resultados do exame clinico de participantes infectados por T. cruzi
sugerem a forma indeterminada da DCh entre os extrativistas da regido do
Médio Rio Negro;

e para que seja elucidado o papel dessas citocinas na doenca de Chagas,
sobretudo na Regido do Rio Negro, sugere-se um estudo de
acompanhamento da progressdo da doenca juntamente com O

monitoramento dos niveis das citocinas.
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9 CONCLUSAO

Diante do exposto, atendendo ao objetivo geral, esse estudo sugere a
tendéncia na diminuicdo das concentracdes plasméticas de IFN-y, IL-6, IL-10 e TNF-
o € aumento de IL-8 nos individuos com IgG positivo para T. cruzi. Porém, é
necessaria maior investigacdo na populacdo do Rio Negro a fim de confirmar as
evidéncias apontadas nesse estudo uma vez que os padrdes de concentracdo de
citocinas nesse grupo foram divergentes dos achados relatados por outros
pesquisadores, que tiveram como amostragem populacdes de outras regides. Dessa
forma, esse estudo é pioneiro na pesquisa de concentracbes de citocinas na
populacdo do Rio Negro-Amazonas e tende a abrir uma ampla linha de investigacao

dos padrdes biolégicos individuais frente ao cenario da doenca de Chagas na regiéo.
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10 PERSPECTIVAS

A proposta inicial desse projeto previa o estudo de polimorfismo de genes de
citocinas conforme projeto original contemplado em edital da FAPERJ (Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro) - E_03/2015 - Apoio a Projetos
Teméticos no Estado do Rio de Janeiro—2015. Contudo, ndo houve repasse do
recurso financeiro pela agéncia, fazendo com que adequacdes fossem necessarias.

Dessa forma, mantem-se a proposta de dar continuidade a esse estudo,
incluindo a pesquisa de polimorfismo em genes de citocinas, consistindo em
averiguar se o genétipo atua no estabelecimento da infeccdo e na expressao das

citocinas.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A b
[ jr"“j 1 Ministério da Saude
T ~ | Fundag&o Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz —
l Laboratério de Doencgas Parasitarias
Tel. (021) 25621278. Telefax: (021)2280-3740

4

7

eyt

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

GENETICA DA MALARIA, DOENCA DE CHAGAS E LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA NO MEDIO RIO NEGRO

Estamos convidando-o a participar de um estudo sobre a genética da Maléria, doenca
de Chagas e Leishmaniose tegumentar americana no medio rio Negro. A Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) estd realizando uma pesquisa em Barcelos para avaliar se ha pessoas
resistentes a ou que sdo mais susceptiveis a estas doencas e como isso pode impactar no
controle das mesmas nesse municipio. O estudo é coordenado pelo Professor José Rodrigues
Coura do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, no Rio de Janeiro. Esperamos poder incluir
aproximadamente 800 pessoas neste estudo.

A sua participacdo nesta pesquisa € voluntéria. Se vocé aceitar participar ou permitir
que seu filho (menor de 18 anos) faca parte desta pesquisa, vamos lhe fazer algumas
perguntas, um exame clinico e depois vamos coletar uma pequena amostra de sangue para
estudar os organismos que causam a Malaria, doenca de Chagas e Leishmaniose tegumentar
americana. Vocé ou seu filho podem decidir participar ou ndo do estudo e podem sair dele em
qualquer momento sem que haja nenhum problema para vocé ou seu filho em relagdo aos
servicos médicos prestados pelo sistema de satde de Barcelos. Se tiver uma das doencas e ndo
quiser participar do estudo, de qualquer forma sera medicado seguindo o tratamento oficial do
Ministério da Saude. Vocé ndo recebera nenhum pagamento por participar desta pesquisa e 0s
procedimentos realizados ndo terdo nenhum custo para vocé. Barcelos é uma cidade muito
pequena e nao ha meios de transporte massivo. Por esse motivo ndo had necessidade de
nenhum tipo de ressarcimento econémico para que 0s participantes de pesquisa se desloquem
até o hospital. De outro lado, a maior parte de pesquisa sera baseada na busca ativa nos
proprios domicilios dos participantes.

Vocé ou seu filho podem sentir uma pequena dor no momento de coletar o exame de
sangue e as vezes pode ficar um pouco roxo no local da coleta. Os pesquisadores cuidardo
para que ndo existam problemas maiores nestes casos. Se for encontrada alguma doenca
durante a entrevista, os pesquisadores o encaminhardo até o hospital onde serd feito o
diagnostico e dados os medicamentos especificos. As vezes os medicamentos especificos
podem causar alguns problemas como mal-estar no estdmago, vomito, diarreia, coceira ou
manchas na pele; esses problemas, quando acontecem, sdo geralmente leves e passam sem
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precisar tomar mais medicamentos. Se o problema continuar ou piorar é preciso que retorne
imediatamente ao posto de salde ou hospital onde serd examinado e recebera as orientagdes
necessarias. Esperamos que vocé ou seu filho ndo tenham nenhum tipo de mal-estar como
consequéncia da sua participacdo no estudo; se tiver alguma consequéncia negativa, serd dada
toda a assisténcia necessaria no servigo de salde até que fique bem. N&o esta previsto nenhum
tipo de indenizacdo por participar da pesquisa.

Os beneficios que vocé ou seu filho podem ter desta pesquisa tem a Rev com receber
tratamento sob supervisdo de um pesquisador e se vocé ou seu filho continuarem doentes com
Malaria, doenca de Chagas, Leishmaniose tegumentar americana ou se outra doenca aparecer,
saberemos rapidamente e isto podera ser importante para a sua saide. Também vamos saber
se a populacdo de Barcelos tem alguma susceptibilidade aumentada para ter ou para resistir a
uma dessas doencas.

Qualquer informacdo sobre vocé ou seu filho serd mantida em segredo absoluto por
parte dos pesquisadores; nem seu nome ou o de seu filho serdo usados em relatérios
publicados; em vez disso serdo usados codigos para ninguém conhecer as pessoas que fizeram
parte da pesquisa. Todos os seus dados ou os dados do seu filho e o material coletado serdo
utilizados para esta pesquisa € uma parte do material serd armazenado, para se for necessario,
utilizarmos em estudos futuros.

Este termo de consentimento esté redigido em duas vias de igual teor; uma delas ficara
com vocé ou seu representante legal e a outra seré guardada pelos pesquisadores. Se decidir
participar do estudo, vocé ou seu representante legal e o pesquisador deverdo dar um visto em
todas as paginas deste documento e assinarem a Gltima pégina.

Qualquer davida que vocé tenha em qualquer etapa do estudo pode ligar a cobrar e
entrar em contato com o Dra. Martha Cecilia Suarez-Mutis - tel. (21) 2562-1278, a Dra.
Simone da Silva Santos- tel. (21) 2562-1396, a Dra. Angela Junqueira —Tel. (21) 2562-1492
ou o professor José Rodrigues Coura Tel. (21) 25621229.

Qualquer informacdo que vocé ou seu filho deseje saber, pode ser perguntada aos
pesquisadores do estudo, tanto durante a pesquisa quanto em momentos futuros. Se voceé tiver
também alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos (CEP) da Fundacdo Oswaldo
Cruz/Instituto Oswaldo Cruz, Avenida Brasil 4.036 sala 705 (Expansdo) Manguinhos,
Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360Tel.: (21) 3882-9011 de segunda a sexta-feira, das 8
as 15 horas, e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br.

Consentimento

Acredito ter sido bem informado sobre o estudo acima citado que li ou que foram
lidos para mim. Eu discuti com os pesquisadores sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos

permanentes. Ficou claro também que minha participacdo ndo vai me gerar despesas e que
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tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem qualquer prejuizo e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Além disso, estou ciente de que eu ou meu
representante legal e os pesquisadores responsaveis por esta pesquisa devemos dar um visto
em todas as folhas desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Como estd previsto que parte do material bioldgico serd armazenado para se for
necessario ser utilizado em estudos futuros, eu manifesto expressamente que:

1. ( ) Né&o concordo em que parte do material bioldgico coletado seja armazenado
para ser utilizado em estudos futuros;

2. () Concordo plenamente em que parte do material biolégico coletado seja
armazenado para ser utilizado em estudos futuros.

Nesse caso, manifesto que:

2.1.( ) A cada nova pesquisa hé necessidade de solicitar um novo consentimento de
minha parte para utilizar este material bioldgico;

2.2 () Dispenso a necessidade de solicitar novo consentimento em caso de uso
deste material bioldgico para outra pesquisa.

Nome Assinatura

Nome testemunha (digital ou menor idade) Assinatura

Nome do pesquisador Assinatura

Data:
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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7

TERMO DE ASSENTIMENTO
GENETICA DA MALARIA, DOENCA DE CHAGAS E LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA NO MEDIO RIO NEGRO

Estamos convidando-o a participar de um estudo sobre a genética da Malaria, doenca
de Chagas e Leishmaniose tegumentar americana no médio rio Negro. A Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) esté realizando uma pesquisa em Barcelos para avaliar se hd pessoas mais
resistentes ou que pegam mais estas doencas e como isso pode impactar no controle das
mesmas nesse municipio. O estudo é coordenado pelo Professor José Rodrigues Coura do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, no Rio de Janeiro. Esperamos poder incluir
aproximadamente 800 pessoas neste estudo.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Discutimos esta pesquisa com seus
pais ou responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo. Se vocé vai
participar da pesquisa, seus pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se vocé
ndo desejar fazer parte na pesquisa, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais concordarem.

Se vocé concordar em participar deste estudo, vamos Ihe fazer algumas perguntas,
um exame clinico e depois vamos coletar uma pequena amostra de sangue para estudar 0s
organismos que causam a Malaria, doenca de Chagas e Leishmaniose Tegumentar Americana.

Vocé pode sentir uma pequena dor no momento de coletar o exame de sangue e as
vezes pode ficar um pouco roxo no local da coleta. Os pesquisadores cuidardo para que nédo
existam problemas maiores nestes casos. Se for encontrada alguma doenga durante a
entrevista, os pesquisadores o encaminhardo até o hospital onde serd feito o diagndstico e
dados os medicamentos especificos para que fique bom. As vezes os medicamentos
especificos podem causar alguns problemas como mal-estar no estbmago, vomito, diarreia,
coceira ou manchas na pele; esses problemas, quando acontecem, sdo geralmente leves e
passam sem precisar tomar mais medicamentos. Todos os dias haverd uma pessoa no servigo
de salde disposto a ajudar vocé a curar o mal-estar, se precisar.

N&o falaremos para outras pessoas que vocé esta nesta pesquisa e ndo vamos dar
nenhuma informacdo sobre vocé para qualquer um que ndo trabalha na pesquisa. As
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informacdes sobre vocé serdo coletadas na pesquisa e ninguem, somente 0s pesquisadores
poderdo ter acesso a elas. Qualquer informacdo sobre vocé terd um ndmero ao invés de seu
nome. Sé os investigadores saberdo qual é o seu nimero e manteremos em segredo.

Todos os seus dados e o material coletado serdo utilizados para esta pesquisa e uma
parte do material sera armazenado, para se for necessario, utilizarmos em estudos futuros.

Vocé ndo tem que estar nesta pesquisa. Ninguém estara furioso ou desapontado com
voceé se vocé disser ndo, a escolha é sua. Vocé pode dizer "sim™ agora e mudar de ideia depois
e tudo continuara bem.

Vocé pode perguntar qualquer duvida agora ou em qualquer etapa do estudo
entrando em contato com a Dra. Martha Cecilia Suarez-Mutis - tel. (21) 2562-1278, a Dra.
Simone da Silva Santos- tel. (21) 2562-1396, a Dra. Angela Junqueira —Tel. (21) 2562-1492
ou o professor José Rodrigues Coura Tel. (21) 2562-1229. Eles vivem no Rio de Janeiro e
trabalham na Fiocruz. VVocé pode ligar a cobrar se quiser saber mais coisas sobre o projeto.
Este termo de assentimento é feito em duas cOpias iguais, uma delas ficara com seus pais ou
seu representante legal e a outra sera guardada pelos pesquisadores. Se decidir participar do
estudo, vocé ou seu representante legal e o pesquisador deverdo dar um visto em todas as
paginas deste documento e assinarem a ultima pagina.

Certificado do Assentimento

Eu entendi que a pesquisa é para saber se ha pessoas que tém mais chance de
pegar ou serem mais resistentes a pegar as doencas relacionadas. Eu entendi que receberei o
tratamento com acompanhamento dos pesquisadores e que eu darei uma amostra de sangue

através da coleta na veia do braco.

Nome da crianca/adolescente Assinatura
Nome do responsavel Assinatura
Nome do pesquisador Assinatura

Data:
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ANEXO D - QUESTIONARIO

T jr_’“j T Ministério da Satde
= = -[

Fundag&o Oswaldo Cruz =
. Instituto Oswaldo Cruz — /
l Laboratdrio de Doencas Parasitarias e~

d

POLIMORFISMOS EM GENES HUMANOS DE CITOCINAS E SUSCEPTIBILIDADE
A DOENCAS ENDEMICAS NO BRASIL: MALARIA, DOENCA DE CHAGAS E
LEISHMANIOSE

O questionario devera ser preenchido pelo colaborador do projeto

[Instrucbes ao preencher: O campo Numero de Registro devera ser composto pelas
iniciais do bairro/localidade onde o participante mora (duas letras), seguido do nimero da
familia (com trés digitos), mais o ndmero do paciente (dois digitos) e o ano de 2016.
Exemplo: ss023.04/16 (bairro de Sdo Sebastido, familia 023, paciente 04, /16 = ano de 2016).

1-Nome:

2- Numero de Registro: 3- Data:

4- Etnia do pai: 5- Etnia da mée:

6- Sexo: ()Masculino ()Feminino 7- Idade: 8- Data de nascimento_ / [/

9- Cor declarada: ( )Negra ( )Branca ( )Parda ( )Outra:

10- Estado e Municipio de nascimento:

11- Nome da localidade ou comunidade de nascimento (bairro, igarapé, comunidade,
etc): ( )Urbano  ( )Rural

12- Estado e Municipio de residéncia atual:

13- Endereco/nome da localidade ou comunidade de residéncia atual (bairro, igarapé,
comunidade, etc): ( )Urbano  ( )Rural

14- Ha quanto tempo mora na localidade ou comunidade atual ? (bairro, igarape,
comunidade, etc)

15- Residéncias anteriores:

16- Viagens para fora do Amazonas (local - data e periodo que ficou)

17- Trabalha como extrativista atualmente? ( )Sim ( )N&o 17.1-Ha quanto tempo?__

17.2- Se é extrativista atualmente, qual extrativismo realiza?

17.3-Ha quanto tempo?
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17.4- Se é extrativista atualmente, qual o local do extrativismo? () Urbano () Rural

17.5- Quantos dias na semana trabalha com extrativismo?

17.6- Que outras atividades de extrativismo realizou anteriormente?

18- Ja foi extrativista? ( ) Sim () Nao

18.1- Qual extrativismo realizava? 18.2 Por quanto tempo?

19- Se ndo é extrativista:

19.1- Ocupacéo atual: 19.2- Lugar de trabalho () urbano () rural
20- Mora em érea de extrativismo: ( )Sim ( )N&o 21-Ha quanto tempo?

22- Ja foi diagnosticado com doenca de Chagas? ( )Sim ( )N&o

23- Se sim, o diagnéstico foi feito por quem e quando?

24- Algum de seus pais foi diagnosticado com a doenca de Chagas? ()Sim  ( )N&o
25- Se sim, quem? ( )Pai  ( )M&  ( )Os dois

26- Se sim, o diagnostico foi feito por quem e quando?

27- Ja foi operado (onde, quando e por que?)

28- Recebeu transfusdo de sangue (onde, quando e por que?)

29- Alguma vez teve Malaria?( )Sim ()Nao 30- NUmero de vezes que teve Malaria_
31- Quando foi a Gltima Malaria? Ano_ Més__ Lugar____ Estado

32- Estad com Maléria no momento atual? ( )Sim ( ) Ndo Espécie:

Tratamento Data de inicio do tratamento

33- Tem algum dos seguintes sintomas?

Sim Néao

Febre

Dor de cabeca

Tremor (Calafrio)

Moleza

Diarreia

Suor

Vomito

Enj6o
Outro (Qual):

34- Ja teve Leishmaniose? ( )Sim ( )N&  35- Se sim, o diagnostico foi feito por
guem e quando?

36- Ja teve? ()Dengue ( )Chickungunya ( )Febre Amarela ()Zika ()Tuberculose
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de casa

37- Se sim, o diagndstico foi feito por quem e quando?

38- Tem ou ja teve alguma outra doenca infecciosa? ( ) Sim () N&o
39- Se sim, qual (is) e quando teve a doenca?

40- Atualmente faz tratamento para alguma doenca? Sim () Ndo ( )

41- Qual medicamento usa atualmente

42- Ha quanto tempo faz uso deste medicamento?

43- Sabe reconhecer um barbeiro (piolho da piagaba) [mostrar placa]? ()Sim ( )N&o
44- Reconhece a espécie? ( )Panstrongylus ( )Rhodnius ()Triatoma  ( )Nenhuma

45- Onde ja viu?( )Piacabal ()Residéncia atual ( )Residéncias anteriores ( )Dentro
( )Foradacasa ( )Outro

46- Foi picado por barbeiro? ( )Sim ( )Nao ( )N&o sabe
47- Se sim: Quando Quantas vezes? Onde (local geogréfico)

48- Observacoes:

Entrevistador:
Data:
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ANEXO E - FICHA MEDICA

POLIMORFISMOS EM GENES HUMANOS DE CITOCINAS E SUSCEPTIBILIDADE
A DOENCAS ENDEMICAS NO BRASIL: MALARIA, DOENCA DE CHAGAS E
LEISHMANIOSE

FICHA MEDICA
O questionério devera ser preenchido pelo médico colaborador do projeto
[Obs.: O participante podera ser atendido para o exame fisico sem a apresentacao do

ECG e ECO. Pedimos preencher a data do exame fisico. O campo identificador sera

preenchido pelo pesquisador]

Identificador: [ ] Data:
» Nome:
» Sexo: ( )Masculino ( )Feminino ldade: Data de Nasc: / /

» Estado e Municipio de nascimento:

Exame fisico:
» Pulso: PA: Ausculta cardiaca e pulmonar:
ECG: Eco:

Informacdo Complementar:
» Jafez algum teste para HIV? ()Sim ()Nao

» Se fez algum teste para HIV, o resultado foi ( )Reagente ( )N&o reagente

()Inconclusivo

» Observagoes:

» Atendido por:

Assinatura e carimbo do médico
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ANEXO F - DECLARACAO DE ANUENCIA DA SECRETARIA MUNICIPAL DE
SAUDE DE BARCELOS

ESTADO DO AMAZONAS CELOS
PREFEITURA MUNICIPAL DE BARCELOS 3 Ll

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

DECLARACAO DE ANUENCIA

A Secretaria Municipal de Saide de Barcelos estd ciente das atividades desenvolvidas pelo
Laboratério de Doengas Parasitirias do instituto Oswaldo Cruz ~ Fiocruz, que consiste em trabalhos
no Municipio de Barcelos, particularmente sobre Doenca de Chagas, Maldria e Parasitoses
Instestinais, com o apoio efetivo da diregdo do Hospital Geral de Barcelos e do Setor de Endemias da
Secretaria Municipal de Saide de Barcelos-Am. Os trabalhos realizados envolvem levantamento
clinico-epidemiologico, diagndstico laboratorial, dindmica de transmissdo vetorial ¢ educagiio em
salde, nio somente na sede do municipio, mas também em comunidades do interior. Além destes
estudos, vem ministrando cursos de capacitagdio dos profissionais de endemias e da atenciio basica,
nos quatro municipios da Microrregido do Rio Negro-Am.

Dada a importincia das atividades desenvolvidas, a Secretaria Municipal de Saide de Barcelos

apoeia e colabora nas atividades desenvolvidas.

Barcelos-Am, 30 de Junho de 2017.

Atenciosamente,
c\\\.\ o
LAENE CONCEI§AO GADELHA & ¢ 1‘,
Secretdria Municipal d& Satde de Barcelos/AM o ‘4\‘7 ¥

C ;,,c"\ \"ﬂ’h'e
4 K. 0
o

Avenida Mariud, 8/n°, Centro — Barcelos-Amazonas, CEP 69.700-000 / Email: sms-barcelosf@sande.am, goy, by 1
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ANEXO G — DECLARACAO DE ANUENCIA DA UNIDADE MISTA DE BARCELOS

Local e data:

Aceitamos participar como colaboradores do projeto ““Polimorfismos em genes
humanos de citocinas ¢ susceptibilidade a doengas endémicas no Brasil: malaria, doenga
de Chagas e leishmaniose”, coordenado pelo Prof. Dr. José Rodrigues Coura
(Laboratorio de Doengas Parasitarias- IOC/Fiocruz), que tera, entre outros produtos
finais, a dissertagdo de mestrado do aluno Evandro da Rocha" Dias, intitulada
“Polimorfismos de base unica de genes humanos e sua possivel correlagdo com a
expressio de citocinas e resposta humoral frente a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi”
orientado pelos pesquisadores Dr. Pedro HernanCabello Acero (Laboratério de Genética
Humana-IOC/Fiocruz) ¢ Dra Angela Cristina Verissimo Junqueira (Laboratorio de

Doenga Parasitarias-10C/Fiocruz).

Att.,

Diretor(a) da Unidade Mistade Barcelos
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ANEXO H — DECLARACAO DE ANUENCIA DA FUNAI- BARCELOS-AM

FUNDAGAO NACIONAL DO iNDIO- FUNAI

Barcelos, 49 de Bfmm\r\A de 2017.
Declaragdo de Anuéncia

A Fundacdo Nacional do indio (FUNAI) ests ciente das atividades desenvolvidas pelo
Laboratério de Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo-Fiocruz- que consiste em trabalhos no
municipio de Barcelos, particularmente sobre Doenca de Chagas, Maléaria e Parasitoses
Intestinais, com o apoio efetivo da diredo do Hospital Geral de Barcelos e do Setor de Endemias
da Secretaria Municipal de Salde de Barcelos-AM. Os trabalhos realizados envolvem
levantamento clinico-epidemiolégico, diagndstico laboratorial, dindmica de transmiss3o vetorial
e educacao em salde, ndo somente na sede do municipio, mas também em comunidades do
interior. Além destes estudos, vem ministrando cursos de capacitacio dos profissionais de

endemias e da atencao bésica, nos quatro municipios da Microrregido do Rio Negro-AM.

Durante as atividades desenvolvidas, é oferecido aos indigenas amparados pela unidade
de Barcelos-AM, exames sorolégicos, eletrocardiograma, atendimento médico e
aconselhamento para acompanhamento médico daqueles que apresentam sorologia positiva

e/ou cardiopatia detectada por meio de eletrocardiograma.

Dada a importéncia das atividades desenvolvidas, a FUNAI apoia e colabora nas

atividades desenvolvidas.
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ANEXO | - DECLARACAO DE ANUENCIA DO DSEI-ARN

SAUDE INDIGENA

Barcelos, 79 de S awndre de 2017.

Declaragdo de Anuéncia

O Distrito Sanitdrio Indigena (DSEI) Alto Rio Negro estd ciente das atividades
desenvolvidas pelo Laboratério de Doencas Parasitirias do Instituto Oswaldo-Fiocruz- que
consiste trabalhos no municipio de Barcelos, particularmente sobre Doenga de Chagas, Malaria
e Parasitoses Intestinais, com o apoio efetivo da diregio do Hospital Geral de Barcelos e do Setor
de Endemias da Secretaria Municipal de Saiide de Barcelos-AM. Os trabalhos realizados
envolvem levantamento clinico-epidemiolégico, diagnéstico laboratorial, dindmica de
transmissdo vetorial e educagdo em satide, ndo somente na sede do municipio, mas também
em comunidades do interior. Além destes estudos, vem ministrando cursos de capacitagdo dos
profissionais de endemias e da atengdo basica, nos quatro municipios da Microrregido do Rio
Negro-AM.

Dada a importdncia das atividades desenvolvidas, o DSEI apoia e colabora nas atividades

desenvolvidas.

6%7"
r",rmellﬂ

COREN-AM 412120

Assinatura e carimbo
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ANEXO J — DECLARACAO DE ANUENCIA DO DSEI-YANOMAMI

SALDE INDIGENA

Barcelos, 49 de aﬂ-\h de 2017.

Declaracdo de Anuéncia

O Distrito Sanitdrio Indigena (DSEI) Yanomami estd ciente das atividades desenvolvidas
pelo Laboratério de Doengas Parasitdrias do Instituto Oswaldo-Fiocruz- que consiste trabalhos
no municipio de Barcelos, particularmente sobre Doenga de Chagas, Maldria e Parasitoses
Intestinais, com o apoio efetivo da dire¢do do Hospital Geral de Barcelos e do Setor de Endemias
da Secretaria Municipal de Saide de Barcelos-AM. Os trabalhos realizados envolvem
levantamento clinico-epidemiolégico, diagnéstico laboratorial, dindmica de transmissio vetorial
e educacao em salide, ndo somente na sede do municipio, mas também em comunidades do
interior. Além destes estudos, vem ministrando cursos de capacitacio dos profissionais de

endemias e da atengdo basica, nos quatro municipios da Microrregido do Rio Negro-AM.,

Dada a importancia das atividades desenvolvidas, o DSEl apoia e colabora nas atividades

desenvolvidas.

SN o vendes ale il
Cogew =150 43¢
Assinatura e carimbo
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ANEXO K — DECLARACAO DE ANUENCIA DA FVS-AMAZONAS

FUNDACAO DE VIGILANCIA EM SAUDE-FVS- BARCELOS-AM

7’ J |
Barcelos, \); 4 de TUMIVO de 2017.
{
Declaragao de Anuéncia

A Fundacdo de Vigilancia em Saude- FVS- esta ciente das atividades desenvolvidas pelo
Laboratdrio de Doencas Parasitdrias do Instituto Oswaldo-Fiocruz- que consiste em trabalhos no
municipio de Barcelos, particularmente sobre Doenca de Chagas, Maldria e Parasitoses
Intestinais, com o apoio efetivo da dire¢do do Hospital Geral de Barcelos e do Setor de Endemias
da Secretaria Municipal de Saide de Barcelos-AM. Os trabalhos realizados envolvem
levantamento clinico-epidemiolégico, diagnéstico laboratorial, dindmica de transmiss3o vetorial
e educagdo em satde, ndo somente na sede do municipio, mas também em comunidades do
interior. Além destes estudos, vem ministrando cursos de capacitagdo dos profissionais de

endemias e da atengdo basica, nos quatro municipios da Microrregido do Rio Negro-AM.

Dada a importéncia das atividades desenvolvidas, a Fundagdo de Vigildncia em Satide

apoia e colabora nas atividades desenvolvidas.

José de Oliveira Menezes
Gerente de Endemias
FVS - Barcetos - AM

Assinatura e carimbo
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ANEXO L — DECLARACAO DE ANUENCIA DO 3°BIS

Local e data:

Aceitamos participar como colaboradores do projeto “Polimorfismos em genes
humanos de citocinas e susceptibilidade a doengas endémicas no Brasil: malaria, doencga
de Chagas e leishmaniose”, coordenado pelo Prof. Dr. José Rodrigues Coura
(Laboratério de Doengas Parasitarias-IOC/Fiocruz), que terd, entre outros produtos
finais, a dissertagio de mestrado do aluno Evandro da Rocha Dias, intitulada
“Polimorfismos de base tunica de genes humanos e sua possivel correlagio com a
expressdo de citocinas e resposta humoral frente a infecgdo pelo 7rypanosoma cruzi”
orientado pelos pesquisadores Dr. Pedro Heman Cabello Acero (Laboratério de
Genética Humana-IOC/Fiocruz) e Dra Angela Cristina Verissimo Junqueira
(Laboratorio de Doenga Parasitarias-IOC/Fiocruz).

Att.,

Com t 3°BIS
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