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RESUMO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi é
considerada uma doencga negligenciada, afetando cerca de 10 milhdes de individuos
em todo o mundo. Ndo existem medicamentos eficazes para combater a infeccao
cronica, nem tao pouco marcadores de prognéstico e evolucdo da DC. A lectina
ligante de manose (MBL) e a ficolina-2 sdo moléculas de reconhecimento de
padrées moleculares, que se ligam a epitopos presentes em diferentes patégenos,
incluindo o T. cruzi, promovendo a fagocitose e a lise mediada pela ativacdo do
complemento. As concentracdes séricas de MBL sdo geneticamente determinadas
por polimorfismos de nucleotideo simples no gene MBL2, os quais afetam
significativamente a expressao da proteina. Os polimorfismos -221 (H/L) e -550
(X7Y), presentes no promotor de MBL2, +4 (P/Q) na regidao 5' ndo traduzida e as
variantes A/D/B/C do exon 1 foram investigados através de sequenciamento génico
em 196 pacientes chagasicos cronicos com as diferentes formas clinicas da DC.
Investigaram-se ainda os polimorfismos -986G>A, -602G>A e -4A>G presentes no
promotor do gene FCN2, além da variante A258S no exon 8 do referido gene, em
243 pacientes com DC crdnica, através de PCR em Tempo Real. Como controles,
196 individuos saudaveis foram investigados para MBL2 e 305 para FCNZ2 (sendo
135 para o exon 8). Os niveis plasméaticos de ficolina-2 foram quantificados, através
de ELISA, em 160 desses pacientes e 71 controles. Um efeito protetor contra a DC
sintomatica foi observado para o haplotipo MBL2*LYQC (p=0.034, OR=0.22 IC 95%
0.049-0.98). Gendtipos funcionais relacionados com a deficiéncia de MBL (YC/YC e
YA/YC) foram ausentes nas formas sintomaticas da DC (p=0,015), enquanto que
XA/YO e YO/YO foram associados com a gravidade da forma cardiaca (p=0.0048,
OR=0.10, IC 95% 0.02-0.54), sugerindo um efeito protetor da deficiéncia de MBL na
progressdo da DC crénica. Pacientes chagéasicos apresentaram niveis de ficolina-2
diminuidos em relagdo aos controles (p<0.0001). Entre os pacientes com a forma
cardiaca da DC, foram observadas diferengas significativas nos niveis de ficolina-2
entre as classes funcionais de insuficiéncia cardiaca (p=0.039). Niveis diminuidos de
ficolina-2 foram associados com a variante FCN2*258S nos pacientes (p=0.034).
Além disso, heterozigotos FCN2*-4A/G foram menos frequentes em pacientes
cardiacos do que em controles (OR=0.56,IC 95% =0.33-0.94, p=0.034), sendo que a
mesma tendéncia foi observada ao comparar cardiacos com indeterminados
(OR=0.55; IC 95%= 0.29-1.04; p=0.077). No entanto, heterozigotos FCN2*-4A/G
com as variantes FCN27258S do exon 8 e homozigotos FCN2*258S foram mais
freqlientes na forma cardiodigestiva, tanto em relacdo aos controles (OR=14.1,IC
95% = 3.5-56.8, p=0.0001) como aos indeterminados (OR=3.2, IC 95% = 1.1-9.4,
p=0.037). A partir destes resultados pode-se sugerir que a genotipagem dos
polimorfismos de MBL2 e da variante FCN2*A258S, bem como as concentragdes
séricas de MBL e ficolina-2 podem ser Uteis como possiveis biomarcadores a fim de
monitorar a atividade e progressao da DC.

Palavras-chave: Doenga de Chagas. Cardiomiopatia chagasica crénica. Lectina
ligante de manose. Ficolina-2. Complemento. Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is considered an
important neglected tropical disease, affecting approximately ten million people
around the world. There are no effective drugs to combat chronic infection or markers
of prognosis and evolution of CD. Mannan binding lectin (MBL) and Ficolin-2 are
soluble pattern-recognition molecules which bind to sugar moieties of different
pathogens, including T. cruzi, promoting phagocytosis and lysis by activation of the
lectin pathway of complement. A role for MBL in the host resistance against T. cruzi
infection and in myocardial inflammation has been reported in experimental as well
as clinical studies. MBL levels are genetically determined by single nucleotide
polymorphisms in MBL2 gene, which affect significantly serum levels of the protein.
We investigated MBL2 polymorphisms -221 (H/L), -550 (X/Y) in the promoter, +4
(P/Q) in the 5 untranslated region and the exon 1 variants (A/D/B/C) by sequencing
in 196 chronic CD patients presenting, indeterminate, cardiac, digestive and
associated clinical forms. We also investigated FCNZ2 polymorphisms (-986G>A, -
602G>A, and -4A>G in the promoter and A258S in exon 8) using Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET) based real-time PCR assay in 243 patients,
presenting the different clinical manifestations of chronic CD. As controls, 196
healthy individuals were investigated for MBL2 and 305 for FCNZ2 (being 135 for exon
8). In addition, ficolin-2 levels were quantified by ELISA in 160 chronic CD patients
and 71 healthy individuals. A protective effect against symptomatic CD was observed
for the MBL2*LYQC haplotype (p=0.0342; OR=0.2185; Cl 95% 0.0488 — 0.9787). In
addition, functional MBL2* genotypes related to MBL deficiency (YC/YC and YA/YC)
were absent in CD symptomatic forms (p=0.015) when compared with controls while
XA/YO and YO/YO were related to the severity of cardiac commitment (p=0.0048
OR=0.10, Cl 95% 0.02-0.54), suggesting a protective effect of MBL deficiency
against chronic chagasic cardiomyopathy. CD patients presented lower ficolin-2
plasma levels than controls (p <0.0001). Among the different groups of cardiac
commitment, individuals with the less severe form had higher ficolin-2 levels
(p=0.039). Lower ficolin-2 levels were found associated with the 258S variant in the
patients (p=0.034). A lower frequency of -4A/G heterozygotes was observed in
cardiac patients than in controls (OR=0.56, 95%CIl= 0.33-0.94, p=0.034).
Heterozygote FCN2* -4A/G genotypes with the 258S variant and 2585 homozygotes
were nevertheless more frequent among cardiodigestive patients when compared to
controls (OR=14.1,95% CIl=3.5-56.8, p=0.0001) and to indeterminate patients
(O.R.=8.2,95%CI=1.1-9.4, p=0.037). We also found an association of 258S variant
with cardiodigestive CD form compared to the controls (OR=2.24,95%Cl=1.1-4.5,
p=0.037). These results suggest that MBL2 genotyping and FCN2* A258S variant, as
well as MBL and ficolin-2 levels may be useful as possible biomarkers of activity and
progression of CD.

Keywords: Chagas disease. Chronic chagasic cardiomyopathy. Mannan-binding
lectin. Ficolin-2. Complement. Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

O sistema complemento possui importancia fundamental na homeostasia e na
defesa imunolédgica do organismo. Interacdes entre diferentes proteinas séricas do
hospedeiro podem ativar o sistema complemento através das vias classica,
alternativa e das lectinas.

Tanto MBL (lectina ligante de manose) como ficolina-2 sé&o proteinas
responsaveis pela ativacao da via das lectinas, desempenhando importante papel na
primeira linha de defesa do hospedeiro contra infecgbes, antes da produgdo de
anticorpos especificos. Ambas se ligam a carboidratos presentes na superficie de
diversos patdgenos, promovendo a opsonizagdo, fagocitose e sua destruicdo
mediada pela ativagcdo do complemento (TURNER, 2003). Existe uma grande
variagao interindividual nas concentragbes séricas de MBL e ficolina-2.
Polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs) nos genes MBL2 e FCNZ2 foram
associados a redugdes nos niveis séricos da proteina, o que pode levar a diminuicao
da ativacdo do sistema complemento e/ou da eficiéncia fagocitica (MADSEN et al.,
1998); (HUMMELSHOJ et al., 2005). Cerca de 13% da populacdo mundial possui
haplétipos que determinam baixa producao de MBL e 22% simplesmente ndo a
produz (VERDU et al., 2006). Baixas concentragdes de MBL estdao associadas a
maior susceptibilidade a infecgdes por virus, bactérias, fungos e protozodrios. Em
alguns casos, a deficiéncia de MBL parece ser vantajosa, especialmente em
infeccdes causadas por patdégenos intracelulares, os quais usam a opsonizagao por
componentes do complemento e seus respectivos receptores nos fagocitos para
infectar o hospedeiro (TURNER, 2003). Além disso, existem evidéncias do seu papel
pro-inflamatério e participagdo na injuria tecidual, influenciando na gravidade de
varias doengas, inclusive cardiovasculares (JORDAN, MONTALTO e STAHL, 2001;
BUSCHE et al., 2008).

A Doenga de Chagas (DC) é uma das doengas de mais larga distribuicdo na
América Latina, afetando milhdes de individuos, com relevantes implicacoes
médicas, sociais e econémicas (JUNQUEIRA JUNIOR, 2006; HOTEZ et al., 2008). O
Trypanosoma cruzi, agente causal da DC, é um patégeno intracelular obrigatério que
infecta principalmente macréfagos, fibroblastos, células do miocardio, gliais e células
do sistema mononuclear fagocitico (SMF) (LEVINSON e JAWETZ, 2006; LIEKE et
al., 2006).
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A infecgao chagasica ocorre predominantemente nos primeiros anos de vida e
os individuos que sobrevivem ao periodo agudo da infeccdo permanecem infectados
pelo resto da vida. Muitos medicamentos foram testados contra o T. cruzi, porém,
sem sucesso (DIAS, 1999). As drogas utilizadas atualmente no tratamento etioldgico
séo efetivas apenas na fase aguda da infecgdo e o tratamento € frequentemente
interrompido devido aos efeitos colaterais (MAYA et al., 2010). Ha mais de 25 anos
ndo sao produzidos novos medicamentos (DOS SANTOS, SOARES e DE
CARVALHO, 2004; DNDI, 2007). A DC é considerada uma doenca incapacitante,
que na sua fase cronica acomete individuos em idade produtiva de trabalho,
apresentando repercussdes importantes de ordem socioecondmica e previdencidria.
A magnitude do custo social da doenga torna-se evidente quando se considera o
elevado numero de pessoas infectadas. Destaca-se o elevado custo social incidente
sobre a imensa parcela da forca de trabalho dedicado a produgcdo agricola. Em
alguns dos centros metropolitanos, a prevaléncia de trabalhadores acometidos pela
doenca é de 4 a 7% (VINHAES e DIAS, 2000). Além disso, os individuos chagasicos
sdo muitas vezes estigmatizados pelo diagnéstico da doencga, chegando a ser
rejeitados em exames admissionais (IANNI e MADY, 1997). A DC é um exemplo
primario do peso significante e sofrimento imposto pelas doencas negligenciadas,
altamente prevalentes nas Américas (FRANCO-PAREDES et al., 2007).

Existe uma ampla variacdo na evolucao das formas clinicas da DC, que
compreende casos de inalterabilidade por toda vida a progressao continuada da
doencga, culminando com a morte do individuo. Porém, ha muita controvérsia sobre
que fatores influenciam essa evolugao. A lectina ligante de manose (MBL) e a
ficolina-2 sdo moléculas de reconhecimento de padrées moleculares, que se ligam a
epitopos presentes em diferentes patdgenos, incluindo o T. cruzi, promovendo a
fagocitose e a lise mediada pela ativagdo do complemento. Embora o envolvimento
da resposta imunoldgica na fisiopatogenia da DC tenha sido demonstrado em
numerosos estudos, sdo raros aqueles em que investigou-se a participacao da MBL
e ndo ha estudos sobre ficolina-2 em pacientes chagasicos.

Os avangos alcancados no controle da transmissdo vetorial € um fator
determinante da redugé@o do numero de chagasicos, contudo, € preciso avangar no
controle da doenga existente entre os milhdes de infectados (YASUDA, 2000).

Estratégias no sentido de se definir grupos de risco, passiveis de intervencao
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terapéutica e/ou readaptacdo profissional, sdo fundamentais e devem ser
encorajadas (RIBEIRO e ROCHA, 1998; YASUDA, 2000).

Considerando-se a auséncia de marcadores prognésticos capazes de indicar
os caminhos da evolucao da DC, bem como o reconhecido papel de MBL e ficolina-2
na resposta imunolégica inata contra infec¢des, o presente trabalho visa investigar a
influéncia dos polimorfismos funcionais de MBL2 e FCNZ2 na progressao clinica de
individuos chagasicos. A elucidacéo dos processos imunopatoldgicos envolvidos na
DC é essencial nao somente para melhorar o entendimento da sua patogénese,
como também os métodos de prevengado e terapéuticos, conduzindo a possiveis
medidas que possam modificar a histéria natural da doenga em beneficio dos
milhées de chagasicos existentes.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Historico

“Em 1907, ei-lo no vale do Rio das Velhas, no lugarejo histérico de Lassance,
cumprindo o seu rigoroso programa de luta antipaludica que o mais perfeito
sucesso viria coroar. A sua casa e 0 seu laboratério eram apenas um vagao
de estrada de ferro... Distante da familia, longe do conforto, em que se criara,
lutava frente a frente contra o terrivel mal, porfiando com inexcedivel zelo na
preservacao da saude dos obreiros por cuja vida os responsabilizara. Movido
por nobilissimo sentimento de compaixao humana, ia sempre muito além do
que lhe exigiam as obrigagdes da rotina profilatica. Percorria aquelas
paragens desoladas, levando a incontaveis vitimas de muitos males o
remédio salvador e a palavra amiga, guiado seu cérebro privilegiado de
pesquisador pelos impulsos generosos de seu coragao de meédico” (DIAS, E.,
1989).

A citacdo acima se refere a trajetéria de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas
(FIGURA 1), médico sanitarista e genial cientista brasileiro que, em 1909, concluiu
as pesquisas destinadas a debelar a tripanossomiase americana, posteriormente

denominada Doenca de Chagas, em sua homenagem.
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FIGURA 1 — CARLOS CHAGAS
FONTE: Capa do J. Bras. Patol. Med. Lab. vol.38 n? 4 (2002)

Recém formado em Medicina, com uma tese sobre o controle da malaria,
integrou-se a equipe do pesquisador Oswaldo Cruz chefiando os trabalhos de
combate a malaria em Lassence, Minas Gerais, onde estava sendo construida a
Estrada de Ferro Central do Brasil. Como bom cientista, sua curiosidade levou-o a
examinar animais e pessoas, buscando informagdes sobre as principais doencas da
regido. Carlos Chagas encontrou insetos popularmente conhecidos como “barbeiros”
infectados com uma espécie de protozoario, ainda desconhecida, e os enviou para
Oswaldo Cruz, que em seu laboratério no Rio de Janeiro, conseguiu infectar micos,
comprovando a suspeita de que este protozoario deveria ser uma espécie nova que
circularia entre barbeiros, mamiferos e, talvez, humanos. A partir dai, Carlos Chagas
procurou incessantemente aquele protozoario no sangue de pessoas e animais
residentes em casas infestadas por barbeiros. Foi assim que no dia 14 de abril de
1909, ao examinar uma crianga febril de dois anos de idade, chamada Berenice,
Carlos Chagas encontrou no sangue da menina aquele mesmo protozoario
descoberto nos barbeiros € em diversas espécies de animais examinados. A
sintomatologia observada na crianga coincidia com aquela observada nos animais
experimentalmente infectados em laboratério (NEVES, 2005; FIOCRUZ, 2007).

O trabalho de Carlos Chagas € Unico na histéria da medicina.
Este notavel pesquisador nao somente identificou o agente etiol6gico, como também
seus reservatorios, além de estudar a morfologia e biologia do parasito nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado. Seu trabalho abrange ainda diversos outros

aspectos da doenca, tais como: anatomia patoldgica, epidemiologia, etiologia,
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formas clinicas, meios de transmissdo, patogenia, profilaxia e sintomatologia
(NEVES, 2005). Foi ele ainda o primeiro a discutir a importancia social da nova
doenca, entre as endemias que assolavam o pais. Fazendo uso das palavras do seu

mentor:

"O descobrimento desta moléstia constitui 0 mais belo exemplo do poder da
I6gica a servigo da ciéncia. Nunca até agora, nos dominios das pesquisas
biolégicas, se tinha feito um descobrimento tdo complexo e brilhante e, o que
mais, por um s6 pesquisador” (Oswaldo Cruz, 1909).

2.1.2 Agente Etioldgico e Vetor

O Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado causador da DC, assim
denominado por Carlos Chagas em homenagem a Oswaldo Cruz, é um parasita
intracelular que infecta uma variedade de tipos celulares, mas principalmente
macréfagos e fibroblastos (LIEKE et al., 2006). E transmitido por um inseto
hematéfago vulgarmente conhecido por “barbeiro”, “chupao”, “fincao”, “chupancas”,
“bicudos” ou “procotds”, os quais sdo muito conhecidos das popula¢des rurais de
varias regides do Brasil. Sdo hemipteros de tamanho relativamente grande,
geralmente pretos ou acinzentados, e possuem manchas vermelhas, amarelas ou
alaranjadas ao redor de seu abdome (DIAS, 1999). A seguir, pode-se observar um
exemplar do género Triatoma, bem como a classificagdo taxonémica do inseto

(FIGURA 2):

Classe: Insecta

. Ordem: Hemiptera
Familia: Reduvidae
Subfamilia: Triatominae
Género: Triatoma

FIGURA 2 - INSETO VETOR DA DOENGA DE CHAGAS
FONTE: MAGUIRE (2006)



20

O barbeiro pode alimentar-se de qualquer tipo de sangue seja de aves,
mamiferos ou mesmo animais de sangue frio. Com a proximidade do homem,
acompanhada muitas vezes, da destruicdo de seu ambiente natural, o barbeiro
passa a construir seus ninhos em paredes de choupanas e a se alimentar de sangue
humano a noite, picando principalmente a regido da face, ao redor da boca e dos
olhos, dai o termo “barbeiro” ou “chupdo”. A picada do inseto nao é dolorosa, pois o
barbeiro possui na saliva uma substancia que anestesia o local onde introduz sua
proboscide, porém provoca uma pequena coceira (LEVINSON e JAWETZ, 2006).

Existem mais de 100 espécies de barbeiros amplamente difundidas nas
Américas, sendo encontrados desde o sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina (DIAS, J. C. P., 1989). Segundo dados do Ministério da Saude (2010), das
140 espécies conhecidas, 69 foram identificadas no Brasil, das quais 30 ja foram
capturadas em ambiente domiciliar. Com a interrup¢ao da transmissao vetorial por
Triatoma infestans quatro outras espécies tém especial importancia na tranmissao
da DC para o homem: Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus, Triatoma

pseudomaculata e Triatoma sordida.

2.1.3 Ciclo de vida

O T. cruzi possui em seu ciclo biolégico, nos hospedeiros vertebrado e
invertebrado, varias formas evolutivas (FIGURA 3). O ciclo de vida envolve o inseto
do género Triatoma como vetor; seres humanos e animais como hospedeiros
reservatorios, 0s quais incluem gatos e cachorros domésticos; além de espécies
selvagens como tatu, guaxinim e rato. Nos hospedeiros vertebrados e em cultura de
tecidos sao encontradas intracelularmente as formas amastigotas e,
extracelularmente, as formas tripomastigotas, presentes no sangue circulante.

O ciclo no barbeiro comeca com a ingestao de tripomastigotas presentes no
sangue do hospedeiro reservatorio. No estdbmago do inseto, essas se transformam
em formas arredondadas, com flagelo circundando o corpo, denominadas
esferomastigotas, que por sua vez transformam-se, no intestino, em epimastigotas.
No intestino médio, as formas epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria

simples, sendo responsaveis pela manutencado da infeccao no vetor. No reto, as



21

epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas. As formas infectantes para os
vertebrados denominam-se tripomastigotas metaciclicas, as quais encontram-se na
porcao final do intestino do vetor e sdo eliminadas juntamente com suas fezes.
Considerando o mecanismo natural de infecgdo pelo T. cruzi, as formas
tripomastigotas metaciclicas eliminadas nas fezes e urina do vetor, durante ou logo
apos o repasto sanguineo, penetram através do local da picada e interagem com
células do SMF da pele ou mucosas do hospedeiro. Neste local ocorre a
transformacédo das tripomastigotas em amastigotas, que entdo se multiplicam por
divisdo binaria simples. Em seguida, ocorre a diferenciacdo das amastigotas em
tripomastigotas, as quais sao liberadas da célula hospedeira para o intersticio e
atingem a corrente sanguinea. A partir dai podem invadir outras células de qualquer
tecido ou érgao e cumprir novo ciclo celular, quando ndo destruidas por mecanismos
imunolégicos do hospedeiro. Para completar o ciclo, tripomastigotas podem ser
novamente ingeridas por triatomineos, onde cumprirdo seu ciclo extracelular
(NEVES, 2005).

DIFEREMCI&GED

%

TRIPOMASTIGOTS,

EPIMASTIGOTAS ""155! ,c:-,:af

FIGURA 3 — CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi
FONTE: http://www.bact.wisc.edu/foodsafety/parasite/t_cruzi_Icycle.jpg
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A tripomastigota metaciclica constitui a forma mais natural de infec¢ao para o
hospedeiro. Entretanto, foi demonstrado que amastigotas circulam no sangue de
mamiferos infectados e estas podem invadir suas células (KAHN et al.,, 1995).
Muitos tipos celulares podem ser infectados, entretanto, células do miocardio,
células gliais e células do SMF sdo os alvos mais frequentes (LEVINSON e
JAWETZ, 2006).

2.1.4 Transmissao

A DC era primitivamente restrita aos pequenos mamiferos das matas e
campos das Américas, tais como tatus, gambas e roedores, 0s quais convivem com
barbeiros silvestres, e por onde circula o T. cruzi sem ocasionar prejuizo aos
mesmos. A chegada do homem e os processos de colonizagdo ocasionando
desequilibrios ecoldgicos (devido ao desmatamento e queimadas) desalojaram o0s
barbeiros do seu ambiente silvestre, fazendo com que os mesmos invadissem as
habitacées rusticas e pobres dos lavradores e colonos e, consequentemente,
levando a doenga ao homem e aos mamiferos domésticos (DIAS e DIAS, 1989).

Os triatomineos, hemato6fagos estritos, encontraram naquelas habitagdes uma
condicéo ideal de abrigo e oferta de alimento abundante, tornando a transmisséo
vetorial 0 mecanismo primario de difusdo da doenca. Esta adaptacao dos vetores a
domicializagao é considerada o fator primordial da ocorréncia e da expanséao da DC
humana (VINHAES e DIAS, 2000).

O mecanismo de transmissdo de maior importancia epidemiolégica é o
vetorial (NEVES, 2005). Entretanto, a infeccao também pode ser transmitida através
de transfusdo sanguinea e do transplante, que é considerado o segundo modo mais
comum de transmissdo do T. cruzi. O terceiro modo é a transmissé@o vertical ou
congénita (SCHMUNIS, 2007). Existem ainda outras vias de transmissao
secundarias tais como: amamentagao, acidentes de laboratério e, ocasionalmente,
pela via oral - através da ingestdo acidental de agua ou alimentos contendo fezes de
barbeiro contaminadas (DIAS, 1999; PUNUKOLLU et al., 2007).

Existem relatos do encontro de tripomastigotas em sangue menstrual de
mulheres chagasicas e no esperma de cobaias infectados. Além disso, ja se

conseguiu demonstrar infecgao experimental, ap6s depositar o T. cruzi em vagina de
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ratas. Entretanto, a via de transmissdo sexual nunca foi comprovada na espécie
humana (NEVES, 2005).

2.1.5 Epidemiologia

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

As medidas de controle adotadas modificaram consideravelmente a
epidemiologia da doenca, no que diz respeito a sua incidéncia e formas de
transmissdo (LEDERBOUR, DIAS e VINHAES, 2004). Ap6s mais de 20 anos desde
a implementagdo destas agbes de controle de maneira sistemética e regular, a
Organizagao Pan-Americana da Saude certificou o Brasil, em 2006, como a primeira
nacdo da América Latina livre da transmissdao da DC pela espécie Triatoma
infestans, restando apenas o estado da Bahia com potencial de transmissao
(OPAS/OMS, 2006). No Parana, de acordo com dados da Funasa, a espécie T.
infestans foi encontrada pela udltima vez, em 1991. Embora o T. infestans,
responsavel por grande parte dos casos cronicos existentes tenha sido exterminado,
€ importante considerar que existem outras espécies de vetores silvestres, de menor
importancia epidemiolégica, as quais aproximam-se dos domicilios humanos, como
€ 0 caso do Panstrongylus megistus no Parana. Além disso, casos autéctones que
até recentemente vinham sendo detectados de maneira isolada na Amazénia, vém
aumentando gradativamente nos ultimos anos, o que significa que a endemia pode
ainda se expandir geograficamente (FERREIRA, FREITAS e COSTA, 2007; KOPP
et al., 2009).
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Apesar da significante diminuicdo da infeccdo e mortalidade nas ultimas
décadas, alcancada através das iniciativas do controle vetorial e do monitoramento
de doadores em bancos de sangue, estima-se que existam 16 a 18 milhdes de
individuos infectados, desde o sul dos Estados Unidos até a Patagbnia. Calcula-se
ainda que a populagdo sob risco de contaminacdo na América Latina seja de
aproximadamente noventa milhées (TDR, 2005; MAGUIRE, 2006). O inquérito
sorolégico nacional, realizado no final da década de 70, estimou a existéncia de
cinco milhdes de brasileiros infectados pelo T. cruzi, na area endémica que se
estende do Piaui ao Rio Grande do Sul (VINHAES e DIAS, 2000), sendo relatada
uma prevaléncia de 4,0% no Parana (CAMARGO et al., 1984). A mortalidade
precoce e invalidez causada pela DC, a qual frequentemente ocorre na populagéo
mais produtiva, jovens adultos, resulta em uma perda econdmica devastadora nas
Américas. Em 1995, esta foi estimada em US$8,156 milhdes, o que equivale a 2,5%
da divida externa da América Latina. Estimativas antigas sugerem que trezentos
milhdes de ddlares foram perdidos no Brasil entre 1979 e 1981 baseados no numero
total de casos da doenca naquele periodo (MONCAYO, 1997; 2003). Dados mais
recentes demonstram que globalmente, a DC esta associada com 14.000 mortes por
ano e 0,7 milhdes de incapacitados, constituindo a sexta mais importante doenca
tropical negligenciada do mundo (HOTEZ et al., 2007).

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

2.1.6 Sintomatologia e Formas Clinicas

De modo geral, reconhece-se a presenca de trés estadios na DC: agudo,
cronico indeterminado e crénico determinado. A fase aguda, geralmente
oligossintomatica, inicia-se apdés o periodo de incubagcdo de cerca de sete a dez
dias, ndo sendo reconhecida na maioria das vezes. E mais grave em criancas

menores de dois anos, nas quais a letalidade pode chegar a 10% (RIBEIRO e
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ROCHA, 1998). Os sintomas, quando presentes, surgem no préprio local em que
ocorreu a contaminagcao pelas fezes do inseto e consistem em: edema facial e
presenca de um nédulo proximo a picada, conhecido como chagoma ou sinal de
Romana, acompanhados de febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia
(LEVINSON e JAWETZ, 2006).

A febre, um dos sintomas mais freqlentes nessa fase da doenca, as vezes o
unico, € baixa e continua, com duragédo prolongada por semanas. Queixas de "mal
estar", falta de apetite, edemas da face e do corpo, o aceleramento dos batimentos
cardiacos e o frequente aumento do figado e do bago, surgem alguns dias apos a
penetracdo do parasita, indicando sua disseminagdo pelo organismo. O quadro
anteriormente descrito € mais comum em criangas com idade entre um e cinco anos.
Em individuos adultos, geralmente, esses sinais ficam muito atenuados e a fase
inicial da doenca passa despercebida, confundindo-se com uma gripe ou mal estar
passageiro. Em geral, a fase aguda da infec¢do dura algumas semanas, sendo que
a febre e os demais sintomas tendem a desaparecer espontaneamente. Porém, em
certos casos graves, sobretudo em criancas, pode ocorrer o 6bito devido a um
ataque intensivo dos parasitas ao coragao e sistema nervoso central (DIAS e DIAS,
1989). No inicio da infeccao a parasitemia € mais elevada. Quando o hospedeiro
desenvolve resposta imune eficaz, a parasitemia diminui e a infecgdo tende a se
cronificar (NEVES, 2005). Cerca de quatro a dez semanas ap6s a infeccao inicial, o
individuo entra na fase crénica indeterminada, também conhecida como fase latente,
a qual se caracteriza pela auséncia de sintomas, além de radiografia e
eletrocardiograma normais. A maioria dos individuos permanece nessa forma
indefinidamente, outros, geralmente apds intervalo de dez a 20 anos, evoluem para
alguma das formas cronicas determinadas da doenga, apresentando danos cardiaco
e/ou digestivo irreversiveis e, menos frequentemente, neurolégicos. O musculo
cardiaco € o tecido mais frequente e intensamente afetado. Além disso, o dano
neuronal provoca arritmias cardiacas e perda do tdnus muscular do célon e es6fago,
levando a formagdo de megacédlon e megaeséfago, respectivamente (RIBEIRO e
ROCHA, 1998; LEVINSON e JAWETZ, 2006). Na FIGURA 4 encontra-se uma
representacao esquematica da evolugéo clinica da DC.
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FIGURA 4 — EVOLUGAO CLINICA DA DOENGA DE CHAGAS
FONTE: O AUTOR

Segundo Ribeiro e Rocha (1998), estima-se que cerca de 50% dos individuos
infectados se encontrem no estadio indeterminado. Embora os pacientes nesta
condicao apresentem de modo geral bom progndéstico, cerca de 2 a 5% evoluem
anualmente para uma das formas sintomaticas da DC. Em cinco a dez anos de
evolugdo clinica, cerca de um tergo dos pacientes indeterminados podem ser
cardiopatas. A maioria apresentando cardiopatia leve, porém, alguns individuos
desenvolvem formas mais graves (RIBEIRO e ROCHA, 1998). Nos estagios finais,
ocorre acentuado aumento do coracdo com grave insuficiéncia cardiaca (IC),
fendbmenos tromboembodlicos e arritmias graves (ROSSI e MENGEL, 1992). AIC é o
estado fisiopatolégico em que o coracao € incapaz de bombear sangue a uma taxa
satisfatdria as necessidades dos tecidos metabolizadores, ou pode fazé-lo apenas a
partir de uma pressao de enchimento elevada (BRAUNWALD e BRISTOW, 2000).

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

Existem fortes evidéncias da participagdo tanto da resposta imune humoral
como celular na patogénese da DC. A fase aguda caracteriza-se pela intensa
multiplicagdo do parasita e invasdo as ceélulas do hospedeiro. Num estudo
experimental em ratos, sugeriu-se que as formas tripomastigotas sanguineas
penetram ativamente nos macréfagos (KIPNIS, CALICH e DA SILVA, 1979). A
medida que o ciclo de invasdo e ruptura celular se repete, o histiotropismo se
desloca do SMF para células musculares lisas e cardiacas, e para o sistema
nervoso. A disseminacao do parasita pelos tecidos do hospedeiro provoca areas de
inflamagao multifocal em diversos érgaos, predominantemente no coragao e sistema
nervoso, seguido de miosite focal e comprometimento dos plexos nervosos
intestinais, nos casos mais graves. Ao mesmo tempo em que a infecgdo se estende
aos diferentes tecidos, a parasitemia aumenta e a resposta imune é iniciada com a
producdo de anticorpos e intensa reatividade celular no sitio inicial de inoculacéo.
Durante a fase aguda, existe uma relagcao evidente entre as lesdes inflamatérias e a
presenca do T. cruzi, pois ao romperem as células do hospedeiro estes podem ativar
mediadores quimicos da inflamacao (DIAS e DIAS, 1989).

Nas lesdes agudas, observa-se a presenca de depositos de imunoglobulinas
na superficie do T. cruzi em areas de acumulo de polimorfonucleares, sugerindo
uma reagao humoral do tipo Il com a formacao local de imunocomplexos. Embora a
multiplicagdo do parasita seja evidente durante o periodo agudo da infecgéo, a
intensa miocardite nesta fase exibe sinais ultraestruturais de danos causados pela
imunidade mediada por células com predominio de mondcitos, histiocitos, linfécitos,
neutrofilos e eosindfilos. Estas atingem cardiomiécitos parasitados e nao
parasitados, além do endotélio de capilares miocardiais, levando a microangiopatia.
Tanto na forma indeterminada quanto na cardiaca observou-se que o sistema
imunologico estd igualmente mobilizado, com produgédo de anticorpos T. cruzi
especificos e dirigidos a antigenos proprios (ANDRADE et al., 1992; DE ANDRADE
et al., 1996).

A resposta imunolégica do hospedeiro reduz consideravelmente a carga
parasitaria, protegendo o hospedeiro contra a infeccdo massiva; além de promover a
modulag¢ao da inflamacéo, caracterizando o fim da fase aguda. Porém, a inflamacao

persiste na fase indeterminada, de forma branda e focal (ANDRADE, 1999). Com o
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fim da fase aguda, os protozoarios que nao foram eliminados pela resposta humoral
podem permanecer viaveis no interior das células infectadas, e assim, a infeccao
cronica prossegue (BRAUN e DE TITTO, 1985).

2.1.7.1 Patogénese da Cardiomiopatia Chagasica Cronica

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

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

Antigenos e DNA provenientes do T. cruzi bem como células T CD8+
especificas foram encontrados no tecido cardiaco de pacientes chagasicos crénicos
(FONSECA et al., 2005), fornecendo evidéncias do recrutamento e expansao de
células T - T. cruzi especificas para o miocardio, possivelmente relacionadas a
persisténcia do parasita. Porém, o material proveniente dos parasitas encontrado no
miocardio de pacientes chagasicos cronicos € bastante escasso em comparacao
com a intensidade da miocardite. Além disso, DNA de T. cruzi tem sido também
detectado em tecido cardiaco de pacientes com a forma indeterminada. Por fim, a
intensidade da parasitemia n&o esta diretamente relacionada com a evolugao clinica
dos pacientes. Por exemplo, os ninhos de Gaspar Vianna, estrutura semelhante a
um cisto, formada pelo agrupamento das formas amastigotas no interior das células
do hospedeiro, podem permanecer livres de inflamagdo, apesar do intenso

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

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

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

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

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

Além do efeito benéfico para o hospedeiro, o complemento apresenta uma
relevante participacdo na etiologia de diferentes doengas imunologicamente
mediadas, nas quais uma ativagao imprdpria, ou excessiva, pode promover grave
destruicdo tecidual decorrente do processo inflamatério. O papel do complemento na
patogénese de inumeras doengas inflamatorias tem sido evidenciado em estudos
experimentais e clinicos (WALPORT, 2001).
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2.2.1 Vias de Ativacao

Trés diferentes vias podem iniciar a cascata do complemento (FIGURA 5):
classica, alternativa e das lectinas (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 1997; FUJITA,
2002; JANEWAY JR e TRAVERS, 2002).

A via classica promove a interacao entre a imunidade inata e adaptativa. Sua
ativacao ocorre quando moléculas de C1q ligam-se a imunoglobulinas IgG ou IgM,
proteinas de fase aguda, moléculas modificadas e células apoptoéticas ou
necréticas. Quando a molécula de Ci1qg se liga ao seu substrato ocorre uma
mudanca de conformacao, que resulta na ativacdo das serinas proteases C1r e C1s
associadas a estrutura colagenosa de C1q. A proteina C1s ativa C4 e C2 formando
o complexo C4b2a, denominado de C3 convertase.

Antigeno
bacteriano

FIGURA 5 - VIAS DE ATIVAGAO DO SISTEMA COMPLEMENTO
FONTE: FUJITA (2002)
LEGENDA: A - Via Classica; B - Via das Lectinas; C — Via Alternativa.
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A ativacao da via alternativa ocorre, independentemente de anticorpo, quando
C8, o qual pode ser ativado através de hidrélise espontanea e continua, reconhece
moléculas presentes na superficie dos patégenos. Quando ativada, a molécula de
C3 liga-se ao fator B, que por sua vez sofre ativacdao e clivagem pelo fator D,
originando o complexo C3bBb, funcionalmente idéntico a C3 convertase da via
classica.

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

Os eventos precoces da ativagao das trés vias do complemento convergem
na formacgdo da enzima C3 convertase. Tanto na via classica como das lectinas, a
C3 convertase é formada a partir do C4b ligado a membrana e complexado com
C2a. Na via alternativa uma C3 convertase homoéloga é formada a partir do C3b
ligado a membrana alvo e complexado com Bb. Tanto a convertase da via classica
quanto da via alternativa, formadas e unidas a superficie do patégeno, clivam C3
gerando grandes quantidades de C3b, molécula efetora principal na opsonizacao, e
C3a, peptideo mediador da inflamagcdo. Essas reagdes enzimaticas onde as
proteinas inativas do complemento sdo clivadas, geralmente produzem dois
fragmentos: um maior, com atividade de serina-protease que é retido na superficie
do patégeno assegurando a ativacao da proxima proteina também nesta superficie;
e um pequeno fragmento peptidico, o qual é liberado do sitio da reacao e atua como
mediador soluvel da inflamacao (JANEWAY JR e TRAVERS, 2002).

As moléculas de C3b atuam como opsoninas, unindo-se covalentemente ao
patdégeno e sinalizando-o para a destruicao pelos fagécitos portadores de receptores
especificos. Moléculas de C3b também se ligam a C3 convertase para formar a C5
convertase, que catalisa a clivagem proteolitica de C5, produzindo o pequeno
peptideo C5a, importante mediador da inflamagédo, bem como o fragmento maior,
C5b. Tanto na via classica quanto na das lectinas, a C5 convertase é formada pela
ligacdo de C3b a C4b-2a, produzindo C4b-2a-3b; e na via alternativa, pela ligacao
de C3b a C3b-Bb produzindo C3b-Bb-3b. O C5 liga-se ao sitio de C3b da C5
convertase e é clivado pela atividade da serina protease C2a ou Bb, gerando entéo,

C5b e Cha. Esta reacdo é mais limitada que a clivagem de C3, ja que C5 s6 pode
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ser clivado quando se liga a C3b no complexo C5 convertase (ABBAS, LICHTMAN e
POBER, 1997).

O fragmento C5b inicia os eventos tardios de ativacdo do complemento, onde
os componentes terminais irdo formar o MAC. Quando C5 é clivado, ocorre a
liberacdo de C5b que se liga ao C6. O complexo C5b6 por sua vez liga-se a uma
molécula de C7. Alteracbes de conformagdo promovem a exposicao de um sitio
hidrofébico em C7, através do qual o MAC se insere na bicamada lipidica. O C8 liga-
se a C5b do complexo C5b67 associado a membrana, inserindo-se também na
bicamada lipidica. Na seqiéncia, cerca de 10 a 16 moléculas de C9 polimerizam-se
e formam um poro de 10nm na bicamada lipidica, destruindo a integridade da
membrana e interferindo no gradiente eletrolitico da célula, levando a sua lise
osmotica (JANEWAY JR e TRAVERS, 2002).

2.2.2 O Sistema Complemento na Doenga de Chagas

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

A acdo litica do complemento sobre formas tripomastigotas foi demonstrada
por Kipnis et al. (1987). Embora as formas tripomastigotas sanguineas do T. cruzi
sejam lisadas pela acdo combinada de anticorpos especificos e complemento, uma
proporcao de parasitas sobrevivem devido a diversos mecanismos de escape a lise
pelo complemento. Em estudos pioneiros da década de 80 foi demonstrado que
tanto as formas tripomastigotas metaciclicas, presentes na por¢ao final do tubo
digestivo do parasita, quanto as sanguineas ou derivadas de culturas, produzem
moléculas que interferem na enzima C3 convertase, que desempenha papel central
na ativagao das vias classica e alternativa, permitindo o escape dos parasitas a agao
litica do complemento (KIPNIS et al., 1986; KIPNIS et al., 1988). Joiner et al. (1988)

realizaram a caracterizacdo bioquimica de um fator produzido pelas formas
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tripomastigotas do T. cruzi capaz de acelerar o decaimento da C3 convertase
(JOINER et al., 1988). Norris et al. (1991) purificaram esta glicoproteina, a gp160, e
demostraram sua atividade regulatéria. A gp160 restringe a ativagdo do
complemento através da sua ligacdo ao C3b e inibicido da formacdo de CS3
convertase. Essa proteina € ancorada na membrana do parasita através de uma
ligacdo glicosil fosfatidil inositol, similar a proteina regulatéria do complemento
humana, denominada fator de aceleracdo do decaimento (DAF) (NORRIS et al.,
1991). Tambourgi et al. (1993) evidenciaram que o DAF do T. cruzi possui
similaridades genéticas e funcionais ao DAF humano.

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

Durante sua diferenciacdo em formas infectantes, a qual ocorre no sistema
digestivo do inseto vetor, o T. cruzi torna-se resistente a lise pela via alternativa do
complemento. Foi relatado que a forma predominante de C3 encontrada na
superficie das formas epimastigotas € o C3b, enquanto que nas tripomastigotas é o
fragmento iC3b na forma inativa e que, portanto, ndo participa da formagéao de MAC
(JOINER et al., 1986). Os autores também demonstraram que C3b falha em ligar-se
ao fator B, o qual é responsavel pela amplificagdo da via alternativa, enquanto
apresenta ligagdo acentuada ao fator H, um inibidor da ativagdo do complemento.
Além disso, as formas amastigotas acumulam em sua superficie grande quantidade
de componentes terminais do complemento, o que aumenta consideravelmente sua
infectividade, sem causar a morte do parasita. lida et al. (1989) relataram que formas
amastigotas possuem em sua superficie uma proteina que se liga ao complexo C5b-
9 inibindo sua insercao na membrana dos parasitas, protegendo-os da lise mediada
pelo complemento. Aiello et al. (2002) postularam um possivel papel para o

complemento na patogénese da CCC. Segundo estes pesquisadores, a persisténcia
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do parasita na fase crénica pode causar de-sialilacdo do miocardio e de células
endoteliais pela enzima trans-neuroaminidase do T. cruzi, levando a ativagéo do
complemento e depésito de MAC na superficie destas células. Os autores
demonstraram um aumento na deposicao de MAC no miocardio de pacientes com
CCC e sugerem que este fato esta associado a inflamacéo ativa e a fibrose
caracteristica das lesdes presentes na CCC (AIELLO et al., 2002). Ja no trabalho de
Messias-Reason et al. (2003) demonstrou-se um papel imunogenético do
complemento na DC. Os autores observaram que as variantes C3 F e BF S da via
alternativa sdo marcadores de susceptibilidade e protegdo a cardiopatia chagasica,
respectivamente.

2.3 A LECTINA LIGANTE DE MANOSE

2.3.1 Estrutura e Funcbes

A lectina ligante de manose, MBL (mannose-binding lectin) € uma proteina
soluvel dependente de célcio, pertencente a familia das colectinas que desempenha
importante papel na primeira linha de defesa do hospedeiro contra infec¢des, por se
tratar de uma molécula de reconhecimento padrdo do sistema imune inato
(TURNER, 2003). As colectinas sdo assim denominadas por serem moléculas
compostas de uma regidao colagenosa e um dominio de lectina do tipo-C,
responsavel pelo reconhecimento de carboidratos (CRD) (HOLMSKOV, THIEL e
JENSENIUS, 2003). A MBL é uma proteina oligomérica, cujos mondmeros
polimerizam-se podendo formar desde dimeros até hexameros. Cada monémero, ou
subunidade, consiste de trés cadeias polipeptidicas idénticas de aproximadamente
32 KDa, contendo uma regidao N-terminal rica em cisteina, uma regido colagenosa,
uma regido hidrofébica e um dominio de reconhecimento de carboidratos (TAYLOR
et al.,, 1989). O tipo mais comum de MBL circulante parece constituir-se de
oligbmeros formados por duas a oito subunidades, com massa molecular aparente
de 200-700 kDa. A MBL se liga a diversos acucares tais como manose, fucose,
glucose e N-acetil-D-glucosamina, comuns as superficies dos patégenos, podendo

interagir com uma ampla variedade de virus, bactérias, fungos, leveduras e



36

protozoarios (TURNER, 2003). Evidéncias funcionais indicam que os diferentes
oligbmeros podem ter atividades biolégicas diferentes (HOLMSKOV, THIEL e
JENSENIUS, 2003).

Um papel para a MBL na defesa do hospedeiro foi primeiramente proposto
em 1987 quando lkeda et al. (1987) observaram sua capacidade de ativar a via
classica do complemento. Recentemente foi descoberto que MBL ativa o sistema
complemento ao formar um complexo com serina proteases denominadas MASPs,
as quais receberam este nome devido a associacdo com MBL (MBL-associated
serine proteases). Trés proteases, MASP-1, MASP-2 e MASP-3 s&do atualmente
conhecidas por associarem-se a MBL (HOLMSKOV, THIEL e JENSENIUS, 2003).
MASP-1 e MASP-2 sao similares aos componentes C1r e C1s da via classica.
Quando o complexo MBL/MASP-2 liga-se a superficie do patégeno ocorre uma
mudanc¢a conformacional que ativa MASP-2, clivando C4 e C2 para gerar C4bC2b, a
C3 convertase (THIEL et al., 1997). A via das lectinas, entéo, inicia a ativacao do
complemento similarmente a via classica, formando a C3 convertase e clivando C3
em C3b e C3a (PRODINGER, 1999). Até pouco tempo atras a significancia biolégica
de MASP-1 era considerada controversa, apresentando alguma atividade na
clivagem de C3 (MATSUSHITA e FUJITA, 1992). Porém, recentemente foi
demonstrado que MASP-1 nao apenas desempenha importante papel na ativagao
de MASP-2, como é seu ativador exclusivo, sendo responsavel por 60% da clivagem
de C2 (HEJA et al.,, 2012). MASP-1 é crucial para a ativagao da via das lectinas em
humanos, enquanto que MASP-1 e MASP-3 n&o s&o requeridas para o
funcionamento da via alternativa, como tem sido sugerido em estudos com
camundongos (DEGN et al, 2012). Até o momento, nenhum substrato foi
identificado para MASP-3 (DAHL et al., 2001).

Existem evidéncias de que MBL possui pelo menos quatro diferentes fungdes:
(i) ativagdo do complemento, (ii) promocao da opsonofagocitose (independente de
complemento), por interagir diretamente com receptores de superficie celular; (iii)
modulacdo da inflamacdo e (iv) promocao de apoptose (TURNER, 2003). Sua
importante atividade funcional explica por que a deficiéncia de MBL foi
primeiramente identificada em associagdo com uma disfungédo opsdnica em criancas
com infeccao de repeticao (SUPER et al.,, 1989). A reconstituicdo da atividade
opsobnica em individuos deficientes foi demonstrada pelos autores através da infusao
de MBL purificada.
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2.3.2 Polimorfismo do gene MBL2

O gene MBLZ2 esta localizado no cromossomo 10q11.2-g21 (SASTRY et al,,
1989) e compreende uma regido que inclui 10 kb, onde existem ao menos 87 sitios
polimoérficos (BERNIG et al., 2004). A concentracdo de MBL no plasma varia
significativamente entre diferentes individuos e é determinada geneticamente por
SNPs no primeiro exon e na regido promotora do gene que codifica a MBL
(MADSEN et al., 1995), (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - GENE MBL2
FONTE: CARVALHO et.al (2010)

Polimorfismos presentes na regiao promotora do gene MBL2 (H/L, X/Y, P/Q,
nas posicoes -550, -221 e +4, respectivamente) sdao conhecidos por afetar a
concentracao sérica de MBL (HOLMSKQOV, THIEL e JENSENIUS, 2003; TURNER,
2003). Além dos polimorfismos da regiao promotora, existem quatro variantes
estruturais de MBL2 no exon 1, sendo que a variante MBLZ2*A é a mais comum. Trés
SNP’s localizados nos cédons 52 (Arg52Cys, alelo D), 54 (Gly54Asp, alelo B) e 57
(Gly57Glu, alelo C) do exon 1 resultam em falha na producdo da proteina
multimérica completa e funcional. Além disso, individuos heterozigotos para estas
mutacdes apresentam uma diminuigdo substancial na concentragcdo sérica da
proteina, sendo a mesma indetectavel em homozigotos, caracterizando a deficiéncia
de MBL nesses individuos. A polimerazacdo inadequada da MBL impede sua
ligacdo a manose e, consequentemente, a ativagdo da via das lectinas de maneira
efetiva. Entretanto, esta talvez possa funcionar como opsonina ou mediador da
citotoxicidade celular (SUPER et al., 1992).
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O desequilibrio de ligacdo entre os seis referidos SNPs, trés na regiao
promotora (H/L, X/Y e P/Q) e trés no exon 1 (A/B, A/C e A/D), determina a existéncia
de sete haplétipos associados com concentracbes de MBL sérica decrescentes:
MBL2*HYPA > LYQA > LYPA > LXPA >> HYPD = LYPB = LYQC. Os diferentes
polimorfismos descritos resultam em extrema variagdo na concentracao de MBL de
até mil vezes em individuos aparentemente saudaveis (valores <20—10.000 ng/ml
em europeus). E importante notar que individuos saudaveis, mesmo com gendétipos
idénticos, podem apresentar variagbes de até trés vezes nos niveis de MBL
(DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006). Outros fatores podem afetar os niveis de
producé@o de MBL, tais como horménios do crescimento (HANSEN et al., 2001) e da
tiredide (RIIS et al., 2005) e durante resposta de fase aguda (THIEL et al., 1992).
Porém, é importante ressaltar que este aumento ndo € superior a trés vezes, sendo
bastante inferior comparado aos valores determinados pela variagdo genética
(HOLMSKOQOV, THIEL e JENSENIUS, 20083).

Aproximadamente um terco da populagcdo Européia possui gendétipos
conferindo baixos niveis de MBL e cerca de 5% possui niveis considerados
deficientes. A alta frequéncia de variantes alélicas que conferem a sua deficiéncia
permite sugerir que, em certas condigdes, MBL pode exacerbar ao invés de
amenizar a doenca (DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006). Porém, Verdu et al.
(2006) afirmam que a alta frequéncia de alelos associados com a diminuigdo, ou
auséncia, da produgdao de MBL resultam exclusivamente da migracao humana e
deriva genética. Segundo os autores, a neutralidade de MBL2 suporta fortemente a
nocao de que o polimorfismo deste gene nao determina, em nivel populacional, um
forte efeito na saude, sugerindo que esta lectina € altamente redundante na defesa

em humanos.
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2.4 FICOLINA-2

2.4.1 Estrutura e Funcbes

A ficolina-2, também referida como ficolina-L, reconhece polissacarideos e
glicoconjugados ricos em N-acetilglucosamina (GIcNAc) presentes na membrana
plasmatica de microrganismos, levando a ativagédo da via das lectinas (CHEN et al.,
2006). Apesar de constituirem a via das lectinas, esta denominagdo nédo é
totalmente adequada, uma vez que as ficolinas ndo sdo capazes de se ligar
diretamente aos carboidratos, sendo o0s compostos acetilados seus ligantes
preferenciais (KRARUP et al., 2004). O reconhecimento pela ficolina-2 néo se
restringe apenas a agucares acetilados uma vez que o mesmo estende-se a grupos
acetilados de modo geral, tais como moléculas de acido lipotedico, constituinte da
parede celular de bactérias Gram positivas, peptideoglicanos, além de
lipopolissacarideos presentes na superficie de bactérias Gram negativas, B-1,3-
glucanos em fungos e glicoconjugados constituintes do envelope do virus influenza
A. Outros possiveis ligantes incluem elastina, corticosteréides e DNA (CEDZYNSKI
et al., 2007). Além disso, a ficolina-2 tem a capacidade de interagir com a proteina C
reativa, estabilizando a ligagcdo com bactérias e ativando a via das lectinas sobre
condi¢oes inflamatdrias (baixos niveis de calcio e pH) (NG et al., 2007). Outras
fungbes incluem sua ligacdo a células apoptéticas tardias, corpos apoptoticos e
células necroticas, favorecendo sua fagocitose pelos macréfagos (JENSEN et al.,
2007).

As ficolinas sao proteinas multiméricas constituidas por quatro ou mais
subunidades unidas por pontes dissulfeto (GARRED et al., 2010). Na FIGURA 7, a

estrutura das moléculas de ficolina e MBL pode ser comparada.
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LEGENDA: CRD - dominio de reconhecimento de carboidratos; FBG - dominio semelhante ao

fibrinogénio.

2.4.2 Polimorfismos de FCN2

Ficolina-2 é expressa principalmente no figado. O gene FCNZ2 localiza-se no

brago longo do cromossomo 9 (9g34), o qual contém oito exons (FIGURA 8).
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Trés SNPs localizados na regido promotora de FCN2 (posicbes -986, -602 e -
4 contados a partir do sitio de inicio da transcricdo) estao fortemente associados a
variagdes nos niveis séricos da proteina (HUMMELSHOJ et al., 2005; CEDZYNSKI
et al., 2007). Porém, ha outros polimorfismos situados na regido codificadora
associados com a modificagdo da capacidade de ligagdo ao sitio-alvo
(HUMMELSHOJ et al., 2005; HERPERS et al., 2006). Polimorfismos na porcao
estrutural do gene, por exemplo, influenciam sua afinidade por diferentes
carboidratos acetilados (MUNTHE-FOG et al., 2007).

De acordo com pesquisas atuais, os haplétipos -986, -602, -4 mais comuns
sao: GGA, AAA, AGG e AGA (MUNTHE-FOG et al.,, 2007; MESSIAS-REASON,
KREMSNER e KUN, 2009). Estudos recentes revelam que a presenga do
nucleotideo adenina (A) nas posigcdes -986 e -602 e de guanina (G) na posicao -4
esta associada a altas concentracbes de ficolina-2 no soro de maneira aditiva
(MUNTHE-FOG et al., 2007). Dessa forma, os haplétipos AAA e AGG estdo
associados a altos niveis séricos de ficolina-2, AGA esta associado a concentracoes
intermediarias e o haplétipo GGA esta associado a baixos niveis (MUNTHE-FOG et
al., 2007; RUSKAMP et al., 2009; GARRED et al., 2010). De acordo com Munthe-
Fog et al. (2007), concentracdes de ficolina-2 inferiores a 3 pg/ml sdo consideradas
baixas, o intervalo 3-6 pg/ml compreende concentracdes intermediarias e niveis
maiores que 6 pg/ml sdo considerados altos. Em caucasianos a mediana da
concentracao da ficolina-2 é de 5 ug/ml com uma variagao interindividual de 1-12
ug/ml (HUMMELSHOJ et al., 2005; MUNTHE-FOG et al., 2007).

2.5 MBL2E FCN2 E ASSOCIACAO COM DOENGAS

O processo de opsonizacao e fagocitose de um patégeno intracelular, bem
como sua destruicdo ou sobrevivéncia no interior das células fagociticas é crucial
para o estabelecimento da doenga. Tanto MBL quanto ficolina-2 desempenham um
papel central na interagdo inicial entre patégenos e fagdcitos, mediando a
opsonizacao e a fagocitose, diretamente, ou pela ativagdo do sistema complemento
(JACK, KLEIN e TURNER, 2001).
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A maioria dos estudos tem explorado o papel da MBL em relacao a aquisicao
de uma doenca infecciosa (susceptibilidade) e a natureza do curso clinico a mesma
associada (gravidade) (DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006). Genétipos de MBL2
que codificam baixos niveis sorolégicos de MBL tém sido associados, por exemplo,
com susceptibilidade a infecgbes causadas por microorganismos extracelulares
(SUMMERFIELD et al., 1995). Por outro lado, a deficiéncia pode ser benéfica para o
hospedeiro, e esta associada com protegdo em infecgdes causadas por alguns
microorganismos intracelulares, tais como Leishmania chagasi (SANTOS et al.,
2001) e Mycobacterium leprae (DORNELLES, PEREIRA-FERRARI e MESSIAS-
REASON, 2006; MESSIAS-REASON et al., 2007). Estes patégenos utilizam MBL e
outros fatores do complemento ativados pela via das lectinas, como a opsonizagéao
atraves de C3 e o receptor de C3 presente em mondcitos/macrofagos, para facilitar
sua entrada nas células-alvo. Esta idéia é corroborada pelos achados de Garred et
al. (1994), os quais relataram uma frequéncia maior de suficiéncia de MBL em
pacientes Etiopes com hanseniase do que nos controles. Dornelles, Pereira-Ferrari
e Messias-Reason (2006) sugeriram um papel protetor da deficiéncia de MBL contra
o desenvolvimento das formas graves e multibacilares na hanseniase. Segundo os
autores, individuos com baixos niveis de MBL teriam uma diminuicao da fagocitose
mediada pela MBL, o que dificultaria a internalizacdo destes microorganismos
(TURNER, 2003). Muitos pesquisadores sugerem que a alta frequéncia de genétipos
associados a deficiéncia esta associada com vantagens biologicas, como por
exemplo, nos casos em que a MBL pode exacerbar ao invés de amenizar a doenga
(DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006).

A inflamagédo mediada por complemento € reconhecida por desempenhar um
importante papel na injuria tecidual. MBL e MASPs sdo proteinas séricas
sintetizadas principalmente pelos hepatocitos e, assim como ocorre com outras
moléculas de defesa, espera-se uma produgcdo exacerbada dessas proteinas
durante processos inflamatérios (HOLMSKOV, THIEL e JENSENIUS, 2003). De fato,
um papel pré-inflamatério ativo da MBL em diferentes doencgas crénicas infecciosas,
como a hepatite C (ALVES PEDROSO et al.,, 2008) e inflamatérias, como a
cardiopatia reumatica (SCHAFRANSKI et al., 2004; SCHAFRANSKI et al., 2008),
tem sido evidenciado. Nestes casos, altos niveis de MBL parecem estar envolvidos

tanto com gravidade, quanto pior prognostico e resposta reduzida ao tratamento.
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Varios autores tém destacado a importancia do papel pré-inflamatério da MBL
em disturbios cardiacos inflamatérios. Segundo Chan et al. (2006) a MBL aumenta a
injuria tecidual no processo inflamatério que ocorre na reperfusao pés-isquémica. Foi
demonstrado que a MBL desempenha um papel critico na isquemia e injuria pés-
reperfusdo do miocardio, em modelos experimentais (JORDAN, MONTALTO e
STAHL, 2001; BUSCHE et al., 2008). Niveis altos de MBL foram associados com
risco aumentado de isquemia, infarto do miocérdio e morte subita em pacientes com
artrite reumatdide (TROELSEN et al., 2007), além de aumentar o risco de cardite
aguda e cronica em pacientes com febre reumatica (SCHAFRANSKI et al., 2008).
Recentemente, também foi proposto um papel para MBL no infarto do miocardio em
estudos clinicos (GRUNDMANN, BODE e MOSER, 2010; TRENDELENBURG et al.,
2010).

Embora os estudos de associacdo envolvendo o gene FCN2 sejam mais
recentes e menos numerosos quando comparado aos relatos sobre MBL, foi
demonstrado que a falha ou expressao anormal de ficolinas desempenha um papel
relevante na patogénese de uma série de doencas humanas (revisto por Zhang et al.
(2008). A deficiéncia de ficolina-2 esta associada, por exemplo, ao risco aumentado
de alergia e infecgdes respiratorias em criancas (ATKINSON et al., 2004;
CEDZYNSKI et al., 2009). Gendtipos que conferem baixos niveis sorolégicos de
ficolina-2 também foram associados com a susceptibilidade e desenvolvimento da
artrite reumatdide (VANDER CRUYSSEN et al.,, 2007). Alguns autores ainda
sugerem que ficolina-2 esteja envolvida na gravidade da nefropatia por IgA (ROOS
et al., 2006). Além disso, observou-se associacao entre polimorfismos funcionais de
FCNZ e o risco de febre reumatica (MESSIAS-REASON et al., 2009). Por outro lado,
identificou-se uma associagdo entre protecdo a hanseniase e haplétipos
responsaveis por niveis normais desta proteina no plasma (MESSIAS-REASON,
KREMSNER e KUN, 2009). Em estudo recente com malaria, em criangas africanas,
foram observados niveis de ficolina-2 mais elevados na fase aguda da doenca (FAIK
et al., 2010).
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2.5.1 MBL e Ficolina-2 na Doenca de Chagas

Recentemente, um papel para MBL na regulagdo da resisténcia do
hospedeiro e na inflamagédo do miocardio durante a infecgdo experimental com T.
cruzi foi descrito (ROTHFUCHS et al., 2012). Segundo os autores, a infecgdo com
uma cepa cardiotropica de T. cruzi aumentou a expressao tecidual de MBL tanto a
nivel de RNAm como de proteinas. Além disso, foi observada uma maior carga
parasitaria no sangue e/ou tecido de camundongos com deficiéncia de MBL quando
comparado aos controles selvagens. Ja a participacdo da MBL na fisiopatologia da
DC clinica foi primeiramente investigada pelo grupo de pesquisa do LIPM-HC/UFPR,
onde se observou niveis de MBL elevados em pacientes com IC em relagdo aos
pacientes sem essa condigdo (LUZ et al., 2009). Em estudo recente realizado no
norte do Chile, o gendtipo baixo produtor MBL2*B foi mais comum nos pacientes
chagasicos do que em individuos saudaveis, sugerindo o envolvimento do sistema
complemento na defesa contra o T. cruzi (WEITZEL et al., 2012). Nao ha trabalhos

envolvendo ficolina-2 na DC até o momento.

3. HIPOTESE

O polimorfismo dos genes MBL2 e FCNZ2 estao associados com a progressao

clinica da Doenca de Chagas.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Investigar a possivel associagao entre o polimorfismo génico de MBL2 e FCN2
na evolucao clinica da Doencga de Chagas.
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4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Determinar os polimorfismos presentes na regiao promotora (-221 e -550), 5’
nao traduzida (+4) e no exon 1 (codons 52, 54 e 57) do gene MBL2 em
pacientes chagasicos crbnicos;

Determinar os polimorfismos presentes na regido promotora (-986, -602 e -4)
e no exon 8 (+6424) do gene FCNZ2 nos referidos pacientes e controles;
Determinar as concentracbes plasmaticas de ficolina-2 em pacientes
chagasicos e controles;

Relacionar o polimorfismo de MBL2 e FCNZ2, respectivamente, com as
concentracdes de MBL e ficolina-2;

Relacionar o polimorfismo de MBL2 e FCN2 com as formas clinicas da DC;

Relacionar o polimorfismo de MBLZ2 e FCN2 com a gravidade da

cardiomiopatia chagasica cronica.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O presente estudo foi submetido & analise e parecer do Comité de Etica em

Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade

Federal do Parana (HC-UFPR), tendo sido devidamente aprovado em reunido no dia

31 de julho de 2007 e registrado sob o numero 1457.122/2007-06 (ANEXO 1).

5.2 CLASSIFICAGAO DO TIPO DE PESQUISA

Trata-se de um estudo transversal, do tipo caso-controle.
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5.3 POPULACAO E AMOSTRA DA PESQUISA

5.3.1 Pacientes

Aceitaram fazer parte do estudo 260 pacientes consecutivos, atendidos no
Ambulatério de Atencao ao Paciente Chagasico do Hospital de Clinicas - UFPR.

Atualmente existem cerca de 600 pacientes registrados no referido
Ambulatério, unico servico especializado em Curitiba e regido para este fim. Séao
realizadas em média, cerca de quatorze a vinte consultas por semana para
acompanhamento de rotina destes pacientes. Nesta ocasido, foi realizado tanto o
convite para participar do estudo, como a coleta, apds cada paciente ler e assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), (ANEXO 2).

A amostra da pesquisa foi recrutada a partir desta populagéo de pacientes, no
periodo de coleta compreendido entre junho de 2007 a abril de 2010, obedecendo-
se aos seguintes critérios de inclusdo: individuos comprovadamente chagasicos
(através de evidéncias clinicas, dados epidemioldgicos e testes soroldgicos),
nascidos (ou que residiram durante a infancia) em areas endémicas, maiores de
dezoito anos, independente da forma clinica apresentada.

Com relagcdo aos critérios de exclusdo, foram rejeitados para o estudo:
individuos menores de dezoito anos, pacientes com evidéncias de cardiopatia de
etiologia ndo chagasica, individuos com histérico de hemotransfus&o, individuos sob
tratamento etiolégico da DC no momento da coleta ou submetidos ao transplante de
células-tronco para tratamento da CCC, em fase de pesquisa. Dos 260 pacientes
que aceitaram fazer parte do estudo, 10 individuos foram excluidos das analises por
nao atenderem aos critérios de inclusao estabelecidos ou falta de dados, 54 devido
a problemas metodoldgicos na genotipagem de MBL2 (n=196) e 7 em FCN2
(n=243).

Como é inviavel determinar o tempo exato de evolucao da DC, por se tratar
de uma doenca silenciosa, na qual a maioria dos pacientes descobre sua situacao
acidentalmente, geralmente ao fazer doacao de sangue, todos esses critérios foram
utilizados a fim de minimizar as variaveis existentes e assegurar que a amostra

apresentasse o mesmo padréo de infeccdo, ou seja, individuos de area endémica,
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infectados possivelmente pelas vias vetorial e/ou congénita, na infancia, e que nao
estivessem na ocasidao do estudo sob tratamento.

A caracterizacao dos pacientes foi realizada com base na analise do historico
clinico, o qual foi levantado através de consulta ao questionario epidemiol6gico
utilizado pelo ambulatério, e/ou proveniente dos prontuarios médicos dos pacientes,
quando necessario. Os principais dados demograficos e clinicos dos pacientes

encontram-se na TABELA 1.

TABELA 1 — DADOS DEMOGRAFICOS E PARAMETROS CLINICOS DOS PACIENTES COM
DOENCA DE CHAGAS

Formas Clinicas da DC
Parametros Indeterminada  Cardiaca Digestiva Associada Total

N (%) 88 (36.7) 96 (40.0) 23(9.6)  33(13.7) 240 (110.0)
Idade (Média) |  54.6[34-76] 58.9[34-90] 59.3[36-84] 58.2[37-73] 57.8 [34-90]

Género (%)

Feminino 34 (38.6) 48 (50.0) 18 (78.3) 14 (42.4) 114 (47.7)
Masculino 54 (61.4) 48 (50.0) 5(21.7) 19 (57.6) 126 (52.3)
Etnia* (%)

Euro-brasileiro 77 (87.5) 65 (67.7) 5 (65.2) 26 (78.8) 183 (76.2)
Afrodescendente 8 (9.1) (26 0) (30 4) 6 (18.2) 46 (19.2)
Oriental -- 1(1.0) 1 (4. ) -- 2(0.8)

Indigena 3 (3.4) 5(5.2) 1(3.0) 9 (3.8)

NOTA: (*) a classificagdo dos pacientes segundo a etnia foi realizada pelo autor deste estudo,
obedecendo ao critério de coloragao da pele e tragos fisicos, além de levar em consideragao a etnia
dos seus ascendentes (pais e avos).

5.3.2 Grupo Controle

O grupo de comparagao constitui-se de adultos voluntdrios sadios com
sorologia negativa para Doenca de Chagas, selecionados entre os doadores do
Banco de Sangue do mesmo hospital, os quais sempre que possivel foram pareados
em relagdo ao sexo, etnia e faixa etaria, frente @ amostra de pacientes.
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5.4 METODOLOGIA

5.4.1 Coleta de sangue

Apobs o devido esclarecimento e assinatura do TCLE foram coletados de cada
paciente, aproximadamente 10 ml de seu sangue venoso, o qual foi dividido em dois
tubos: com e sem anticoagulante. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo por 10 minutos a 3.500 rpm para separacdo do plasma e soro,
respectivamente. As amostras coletadas em tubo sem anticoagulante foram
distribuidas em 4 aliquotas de soro, de aproximadamente 500 ul cada. Ja as
amostras coletadas com o anticoagulante, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), foram distribuidas em 3 aliquotas de plasma, além de ter sido separado o
creme leucocitario ou “buffy-coat”. Todas as amostras foram armazenadas a

temperatura de -80°C até o momento das analises laboratoriais.

5.4.2 Quantificacdo de MBL e Ficolina-2

Tanto a determinacdo das concentracées de MBL como de ficolina-2 foram
realizadas através do ensaio de imunoadsor¢éo ligado a enzima, ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), utilizando-se kits comerciais de acordo com as
instrugdes do fabricants. A quantificagdo de MBL foi realizada no Laboratério de
Imunopatologia do HC-UFPR em amostras de soro (AntibodyShop®, Dinamarca). Ja
a dosagem de ficolina-2 foi realizada no Laboratério de Parasitologia Humana do
Instituto de Medicina Tropical de Tubingen, Alemanha, em amostras de plasma
(Hycult® Biotech, Uden, Holanda).

Através da representacdo grafica da absorbancia (linear), medida em
espectrofotdmetro a 450 nm, versus as concentracdes correspondentes de MBL e
ficolina-2 em amostras padrdes, cujas concentracbes sao conhecidas, obtem-se
uma curva padréo. Todos os reagentes, inclusive os padrdes, foram fornecidos pelos
fabricantes.
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5.4.3 Extragdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA foi realizada a partir de leucécitos do sangue periférico
(“buffy-coat”) através de kits comerciais (GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit,
GE), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de DNA foram
quantificadas em espectofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington,
Estados Unidos) e diluidas a 100ng/ul quando possivel e armazenadas a
temperatura de -20°C até a etapa de amplificacdo. Tanto a extracdo quanto a
quantificacdo do DNA foram realizadas no Laboratério de Imunopatologia Molecular
(LIPM)-HC/UFPR.

5.4.4 Genotipagem de MBL2

Para a determinag@o dos polimorfismos génicos, ou genotipagem, de MBL2
utilizou-se a técnica de sequenciamento genémico. Foram investigados os seguintes
SNPs: -550 C>G (dbSNP rs11003125) e -221 G>C (dbSNP rs7096206), localizados
na regido promotora; +4 C>T (P/Q) na regido 5’ nao traduzida (dbSNP rs7095891);
SNPs do exon 1 localizados nos cédons 52, 54 e 57, respectivamente, Arg52Cys
(dbSNP rs5030737), Gly54Asp (dbSNP rs1800450) e Gly57Glu (dbSNP rs1800451).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) genérica com os primers diretos
PromF e rev +270 (TABELA 2), gerando um fragmento com cerca de 1000 pb, foi
realizada nas seguintes condi¢cdes: concentracdo meédia de 100 ng/ul de DNA
gendmico, utilizando-se 0,5 uM de cada iniciador (IDT, Estados Unidos) na presenca
de 2,0 mM de MgCly, 1,0 uM de cada um dos desoxinucleotideos trifosfatados
(dNTPs) e 0,5 U/ul de enzima Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA). O
protocolo utilizado inicia-se pela desnaturagdo por 3 minutos a 94°C, seguidos por
35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a uma temperatura de anelamento
de 68°C, mais 1 minuto e 30 segundos a 72°C no Ultimo passo de alongamento ou
extensédo da fita de DNA. Cada reacdo de PCR foi acompanhada do branco, que
nada mais é do que solucdes de reagdao completas, porém, sem o DNA.



50

TABELA 2 — SEQUENCIA DE PRIMERS USADOS NA GENOTIPAGEM DE MBL2

Primer Seqiéncia (5 2 3)

PromF GCCAGAAAGTAGAGAGGTATTTAGCAC
Ex1F CAGGTGTCTAGGCACAGATGAACC
Rev+270 | CCAACACGTACCTGGTTCCC

A quantificacdao do produto amplificado foi realizada por comparagdo com
marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com SybrSafe (Invitrogen) e
visualizagdo em transiluminador. Apos a deteccao do fragmento desejado € feita a
purificacdo do produto amplificado com o intuito de remover 0 excesso de primers,
dNTPs e outros residuos indesejaveis. Para tal, adicionou-se 0,5ul de ExoSap-It (GE
Healthcare, Uppsala, Suica) por amostra e incubou-se durante 1 hora a 37°C,
seguidos por 15 minutos a 80°C, em termociclador. Em seguida foi realizada nova
eletroforese em gel de agarose, juntamente com um marcador de peso e massa
molecular, a fim de verificar a recuperacdo do produto amplificado e determinar a
quantidade a ser utilizada na reagdo de sequenciamento, a qual foi preparada
conforme o protocolo a seguir: 1 ul de reagente Big Dye Terminator Versao 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 2ul de tampao que acompanha o kit, 1,5 ul de
agua Mili-Q, 0,5ul de primer (10uM), de 3 a 5 ul de produto amplificado (cerca de
100 ng), dependendo da qualidade da banda obtida a partir do DNA molde,
totalizando um volume final de reacao de 10 ul. As reacdes de PCR foram realizadas
em termociclador modelo Therm-1000 (Axygen, Union City, CA) nas seguintes
condigdes de amplificagédo: desnaturagdo por 1 minuto a 96°C, seguida por 35 ciclos
de 15 segundos a 96°C e 4 minutos a uma temperatura de anelamento de 65°C.
Para cada individuo, foi realizada pelo menos uma PCR com o primer PromF e outra
com o Ex1F. O primer reverso rev+270 foi utilizado para confirmacao de sequéncias
duvidosas ou de baixa qualidade, quando necessario. Apos a reacao de PCR foi
feita uma nova purificacdo do produto amplificado através da precipitagdo com
acetato de amoénio, de acordo com o protocolo a seguir:

O volume do produto da reacdo de sequenciamento foi completado para 20
ul, utilizando-se agua Mili-Q. Foram adicionados 2 pL de acetato de aménio (AcNH4)
7,5M e 60 pL de etanol absoluto. Apés a homogeneizagdo através de inversoes
repetidas (cerca de 30 vezes), centrifugou-a rapidamente (spin) e incubou-a em
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freezer a -20 °C por 30 a 40 minutos. Centrifugou-se entao a placa por 30 minutos a
3.700 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e
lavado com 150 ul de etanol 70%. Centrifugou-se novamente por 30 minutos e o
sobrenadante foi descartado por inversao da placa sobre papel toalha. Para
evaporagao total do 4&lcool colocou-se a placa em estufa a 37°C durante
aproximadamente 3 minutos ou em temperatura ambiente overnight. Todos os
procedimentos descritos acima foram realizados no LIPM-HC/UFPR.

Ap6s a precipitacdo com acetato de amoénio e antes da andlise em
sequenciador, adicionou-se 15 ul de formamida (Applied Biosystems) em cada
amostra e incubou-se por 3 minutos a 95°C para haver desnaturagdo das duplas
fitas de DNA. O sequenciamento foi realizado pelo método de terminagédo de cadeia
segundo Sanger et al. (1977), utilizando a incorporacado de didesoxinucleotideos
fluorescentes (ddNTPs) em sequenciador automatizado, modelo ABI Prism 3500xL
Genetic Analyzer (Apllied Biosystems), pertencente ao Laboratério de Bioquimica do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Para o alinhamento das seqliéncias geradas
e determinacao dos gendtipos de MBL2, os dados resultantes do sequenciamento
foram analisados com o auxilio dos softwares Geneious Basic® v5.6.6 (Biomatters

Ltd, Auckland, Nova Zelandia) e SeqScape® v2.7 (Applied Biosystems).

5.4.4.1 Andlise dos gendtipos e haplétipos de MBL2

Com o objetivo de relacionar as concentracées de MBL com os gendétipos
MBL2, estes foram agrupados em 6 diplotipos compostos pelas variantes X/Y da
regido promotora e A/B/C/D do exon 1 (sendo que A/B, A/C ou A/D também sao
representadas por A/O), de acordo com sua influéncia sobre os niveis séricos de
MBL2, ou seja, YA/YA e XA/YA relacionada com alta concentracdo, YA/YO com
concentragdo intermediaria e XA/XA, XA/YO e YO/YO com baixa concentragao de
MBL no plasma (MINCHINTON et al., 2002; BOLDT et al., 2006).
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5.4.5 Genotipagem de FCN2

A genotipagem de FCNZ foi realizada durante um estagio de quatro meses,
através de um convénio CAPES/DAAD, no Laboratério de Parasitologia Humana do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Tubingen, Alemanha.

Foram investigados os seguintes SNPs localizados na regido promotora de
FCN2: -986G>A (dbSNP rs3124952), -602G>A (dbSNP rs3124953) e -4A>G
(dbSNP rs17514136); e +6424G>T no exon 8 (dbSNP rs7851696) através da PCR
em Tempo Real, utilizando-se sondas do tipo FRET (Fluorescense Resonance
Energy Transfer) (CARDULLO et al., 1988). Nesse sistema, duas sondas sao
empregadas: uma sonda denominada ancora e outra de detec¢do, marcadas com
fluoréforos nas extremidades 3’ e 5°, respectivamente. A primeira funciona como o
doador de fluorescéncia e a segunda como aceptor. Durante a reagdo de PCR, apos
o acoplamento de ambas as sondas, o doador é excitado pela luz emitida pelo
equipamento (Rotor Gene 3000, Corbett Research, Sydney, Australia). A energia
dessa excitagdo é transferida para sonda aceptora que passa entdo a emitir
fluorescéncia. Durante a fase de elongamento da PCR, ocorre o aumento da
temperatura e o subsequente desacoplamento das mesmas, devido a atividade de
exonuclease da Taq polimerase. A quantidade de fluorescéncia emitida pelo aceptor
€ detectada ao final de cada ciclo e é diretamente proporcional a quantidade de DNA
gerada pela PCR.

A sonda aceptora pode ser desenhada de modo a ser perfeitamente
complementar, tanto ao gendtipo mutante quanto ao “selvagem”. Quando ha um
“mismatch”, ou seja, uma variagdo de um unico nucleotideo, a sonda continuara
hibridando ao DNA alvo, porém ndo mais perfeitamente. Nesse caso, a temperatura
de melting (Tm), na qual metade da ligagdo entre o DNA e a sonda é desfeita, sera
menor em relacdo a Tm da sonda perfeitamente anelada, jA que menos calor é
necessario para separar as fitas devido ao "mismatch". Ao final da reacdo de PCR é
feita uma andlise das curvas de Melting, cuja interpretagdo possibilita a pratica e
rapida genotipagem, ja que para cada alelo havera uma Tm especifica (FIGURA 9).
As sondas utilizadas nesse trabalho foram 6-carboxi-fluoresceina (FAM) como
doador e cianina-5 (Cy-5) como aceptor (TABELA 3).
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FIGURA 9 - DETERMINAGAO DOS GENOTIPOS FCN2 ATRAVES DA ANALISE DAS CURVAS DE

MELTING

NOTA: no exemplo real, curvas de Melting obtidas para os trés genétipos possiveis da posi¢do -602
de FCNZ2 (homozigotos G/G e A/A e heterozigoto G/A).

TABELA 3- RELAGAO DE PRIMERS E SONDAS UTILIZADOS NA REAGCAO DE PCR EM
TEMPO REAL PARA GENOTIPAGEM DE FCN2

SNP Primer/sonda Seqiiéncia (5>3)) (Ig‘)
Rs3124952 F GGGTCACAGTTTAAAATCCTTCTACT 56,4

-986 Rs3124952 A CGTATACCTAAAGCCCCCAGA 56,9
Rs3124952 mut | CCTCCCACTACCACCACCgCACCC—FL 67,4

Anc rs3124952 Cy5-gCCACCTgCCgCCATCg—PH 71,9
Rs3124953 S CAAGGTCTCCCCTTCAGATG 55,6

602 Rs3124953 R CATGAGCAGACTTGGGACT 52,8
Rs3124953 wt CCTCCTgTTCATgTgCCCC—FL 67,0

Anc rs3124953 Cy5-gTgCTCTACATACTgCCCCAggAAACAg—PH 60,0
Rs17514136 F GGAAGCGGCTGTCACTC 54,6

4 Rs17514136 A CCCTTACCTggACAggTgT 55,1
Rs17514136 wt | AgCAAAgACCAgAAgAgATggA—FL 56,2

Anc rs17514136 | Cy5-CTggACAgAgCTgTgggggTC—PH 63,5

Rs 7851696 F TGCCTGTAACGATGCTCA 53,0

L6424 Rs 7851696 R TGTATCCTTTCCCCGACTT 52,5
Rs 7851696 wt GAAACATCACAGACAATTTCC—FL 55,1

Anc rs 7851696 | Cy5-GTGTTAAGATCATTGTCCTGGTCTTTGGT—PH 63,4

Optou-se por essa metodologia para a genotipagem de FCNZ2 por ser uma
técnica rapida e confiavel, a qual foi padronizada por colaboradores do grupo de
pesquisa do LIPM-HC/UFPR (OJURONGBE et al., 2012).
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5.4.6 Determinagao da gravidade da forma cardiaca

O estadiamento dos pacientes chagasicos, de acordo com a gravidade da
cardiopatia, foi realizado segundo a classificacdo de IC da América Heart
Association (AHA), adaptada para DC, conforme recomendado pelo Consenso
Brasileiro de 2005 (QUADRO 1). Com esta finalidade, foram avaliados parametros
eletrocardiograficos, radioldégicos e ecocardiograficos dos pacientes, através de

consulta aos prontuarios médicos.

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

QUADRO 1 — ESTADIAMENTO DA CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA SEGUNDO
A CLASSIFICACAO DE INSUFICIENCIA CARDIACA DA AHA

FONTE: Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas (2005)

NOTA: ECG = eletrocardiograma; ECO = ecocardiograma; FEVE = fragcao de ejecdo do

ventriculo esquerdo; IC = insuficiéncia cardiaca.

5.4.7 Analise Estatistica

A condicdo de Normalidade das variaveis estudadas foi testada através do
teste de Kolmogorov-Smirnov. Tendo sido rejeitada a hipétese de Normalidade, as
comparacoes entre médias foram feitas através dos testes nao-paramétricos Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis. A estatistica descritiva em relagdo as concentragdes de
MBL e ficolina-2 circulantes foi apresentada em mediana e percentis. As freqliéncias
alélicas e genotipicas foram determinadas através de contagem direta. As hipdteses
de equilibrio de Hardy-Weinberg e da homogeneidade entre as distribuicoes
genotipicas (teste exato de diferenciacdo entre populacées de Raymond e Rousset)
foram verificadas com a versdao do pacote de software ARLEQUIN 3
(http://anthro.unige.ch/arlequin/). Para as analises de associacao foram realizados

testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se os testes do qui-quadrado
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com correcao de Yates ou teste de Fisher bicaudal. Quando apropriado, foi
calculado o odds ratio, com intervalo de confianga de 95%. Valores de p menores
que 0,05 foram considerados significativos. Para auxiliar a andlise estatistica deste
trabalho foram utilizados os programas “Statistical package for social science (SPSS)

- versdo 13.0 for Windows” e “GraphPad Prism — verséo 3.0".

6 RESULTADOS

6.1 HAPLOTIPOS MBL2 EM PACIENTES CHAGASICOS NAS DIFERENTES
FORMAS CLINICAS E CONTROLES

A genotipagem de MBL2 através do sequenciamento de DNA foi realizada em
196 pacientes, dentre os 243 pacientes incluidos no estudo. Ja os gendétipos das
amostras utilizadas como controle (n=196) foram previamente sequenciados em
outro trabalho do grupo de pesquisa do LIPM-HC/UFPR.

Foram encontrados oito diferentes haplétipos de MBL2 nos pacientes e
controles investigados (TABELA 4). Observou-se o haplotipo raro LYPD em apenas
um dos pacientes, o qual apresentou a forma cardiodigestiva da DC. A freqUéncia de
cada hapldtipo foi semelhante nos dois grupos estudados. Os haplétipos mais
frequentemente encontrados foram HYPA, LYQA e LXPA e os menos frequentes
foram LYQC e HYPD em ambas populagdes analisadas.



TABELA 4 — FREQUENCIAS DOS HAPLOTIPOS DO PROMOTOR E EXON1 DO GENE MBL2 NAS DIFERENTES FORMAS

CLINICAS DA DC E CONTROLES

Pacientes Controles Sintomatica Indeterminada Cardiaca Digestiva Associada
Haplétipos n n n n n n n
MBL2 (Freqiiéncia) (Freqiéncia) (Frequéncia) (Frequéncia) (Frequéncia) (Frequéncia) (Freqgliéncia)
h1 HYPA 121 (0.309) 106 (0.27) 74 (0.306) 44 (0.306) 46 (0.311) 11 (0.275) 17 (0.315)
h2 HYPD 15 (0.038) 13 (0.033) 9 (0.037) 5 (0.035) 5 (0.034) 2 (0.05 2 (0.037)
h3 LYPA 37 (0.094) 44 (0.112) 22 (0.091) 15 (0.104) 14 (0.095) 2 (0.05) 6 (0.111)
h4 LYPB 51 (0.13) 62 (0.158) 29 (0.12) 22 (0.153) 18 (0.122) 5 (0.125) 6 (0.111)
h5 LYQA 84 (0.214) 84 (0.214) 53 (0.219) 30 (0.208) 34 (0.23) 8 (0.2) 11 (0.204)
h6 LXPA 76 (0.194) 69 (0.176) 52 (0.215) 23 (0.16) 31 (0.209) 11 (0.275) 10 (0.185)
h7 LYQC 7 (0.018) 14 (0.036) 2 (0.008) 5 (0.035) O 0 1 (0.025) 1 (0.018)
h8 LYPD 1 (0.0025) 0 0 1 (0.004) 0 0 O 0 O 0 1 (0.018)
N Total 196 196 121 72 74 20 27

NOTA: sintoméatica = cardiaca + digestiva + associada.

56
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6.2 GENOTIPOS MBL2 EM PACIENTES CHAGASICOS E CONTROLES

A distribuicao dos gendtipos de MBL2 apresentaram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg para todas as posi¢des investigadas, tanto nos pacientes como nos
controles. Também nao houve diferenga significativa nas distribuicbes genotipicas
dos pacientes e controles utilizando-se o teste exato de diferenciagdo populacional
(P =0.87296 + 0.01959).

Observou-se o total de 27 diferentes gendtipos de MBL2 considerando-se
pacientes e controles avaliados. Entre os pacientes foram observados 24 e nos
controles 26 diferentes genétipos. O gendtipo LYPB/LYPD sé esteve presente nos
pacientes enquanto que LYQC/LYQC, HYPA/LYQC e HYPD/LYPA foram
observados apenas nos controles. A distribuicao dos genoétipos MBL2 completos nas
diferentes formas clinicas e controles encontram-se na TABELA 5.

O alelo C (representado na TABELA 4 pelo hapl6tipo LYQC) foi mais comum
nos controles do que nas formas sintomaticas da DC (14/392 ou 3,57% vs. 2/242 ou
0,82%, p=0,036, O.R.=0,23, IC95%= 0,05-0,99). A variante C também né&o foi
observada na forma cardiaca isolada, porém foi detectada em 5 pacientes na forma
indeterminada, o que foi estatisticamente significativo (0/148 ou 0%) vs. 5/144 ou
3,47%, p=0,028). Evidenciou-se, portanto, um efeito protetor do haplétipo LYQC
contra as formas sintomaticas da DC em relagdo aos controles, assim como também
se observou uma tendéncia ao comparar pacientes sintomaticos com
indeterminados (2/121 ou 1,65% vs. 5/72 ou 6,94%; p=0,107; O.R.= 0,232; IC
95,0%: 0,044-1,210).



TABELA 5 — GENOTIPOS MBL2 EM PACIENTES CHAGASICOS E CONTROLES

s Pacientes Totais Controles Sintomatica Indeterminada Cardiaca Digestiva Associada

Genotipos MBL2

n=196 (Freg) n=196 (Freq) n=121 (Freq) n=72 (Freq) n=74 (Freq) n=20 (Freq) n=27 (Freq)
gl HYPA/HYPA 22 (0,112) 18 (0,092) 14 (0,116) 7 (0,097) 8 (0,109) 7 jad) 4 (0,149)
g2 HYPA/HYPD 5 (0,025) {0,020) 3 (0,025) 2 (0,028) 2 (0,027) 0 (0) 1 (0,087)
g3 HYPA/LYPA 11 (0,056} 8 (0,041) 6 (0,050) 5 {0,069) 4 (0,054) 1 (0,05) 1 (0,037)
g4 HYPA/LYPB 15 (0,077) 21 (0,107) 10 (0,083) 5 {0,069) 5 (0,068) 2 01 3 {0,111)
g5 HYPA/LYQA 20 (0,102) 24 (0,122) 11 (0,091) 3 (0,125) 8 (0,109) 1 (0,05) 2 (0,074)
g6 HYPD/LYPB 1 (0,005} 2 (o,010) 1 (o,008) 0 )] 1 (0,014) 0 (o) 0 (o)
g7 HYPD/LYQA 6 (0,031) {0,020) 3 [0,025) 2 {0,028) 2 (0,027) 1 (0,05} 0 {0}
g8 HYPA/LXPA 26 (0,133) 11 (0,056) 16 (0,132) 9 (0,125) 11 (0,149) 3 (0,15) 2 (0,074)
g9 HYPD/LXPA 3 (0,015) 1 (0,005) 2 [0,017) 1 (0,014) ] (0) 1 (0,05) 1 (0,037)
g10 LXPA/ LXPA 8 (0,041) 7 (0,036) 7 (0,058) 1 (0,014) 4 (0,054) 1 (0,05) 2 (0,074)
gll LXPA/LYPA 10 (0,051} 12 (0,061) 6 (0,050 a4 {0,056) a4 (0,054) 1 (0,05) 1 (0,037)
gl2 LXPA/LYPB 9 (0,046) 12 (0,061} 5 {0,041) a4 (0,056) 3 (0,041) 2 (01) 0 {0)
gl3 LXPA/LYQA 10 (0,051} 16 (0,082) 7 [0,058) 3 (0,042) 5 (0,068) 1 (0,05} 1 (0,037)
gla LXPA/LYQC 2 (0,010 {0,015) 2 (0,017) 0 (0) 0 (0) 1 (0,05) 1 (0,037)
gl5 LYPA/LYPA 1 (0,005) (0,015) o (0) 1 (0,014) o {0) o (0} 0 (0}
gl6 LYPA/LYPB 3 (o,015) (0,010) 1 (o,008) 2 (o,028) 1 (0,014) o (o) 0 (0)
gl7 LYPA/LYQA 9 (0,045} 12 (0,061) 9 (0,074} 0 (0) 5 (0,068) o (0} 4 (0,148)
gig [YPA/LYQC 2 (0,010} 2 (o,010) 0 (o) 2 (o,028) 0 (o) 0 (0) 0 (o)
g19 LYPB/LYPB 2 (0,010 5 [0,026) 1 (0,008) 1 (0,014) 1 (0,014) o (0} 0 {0}
220 LYPB/LYPD 1 (0,005) o (o) 1 (o,008) o (0) o (@) o (D) 1 {0,037)
g21 LYPB/LYQA 17 (0,087) 11 (0,056) 9 [0,074) 8 (0,111) 6 (0,081) 1 (0,05) 2 (0,074)
g22 LYPB/LYQC 1 (0,005) 4 (0,020} 0 (0) 1 (0,014) o (0) o (0 0 (0)
g23 LYQA/LYQA 10 (0,051} 8 (0,041) 7 [0,058) 3 (0,042) a4 (0,054) 2 (01) 1 (0,037)
g24 LYQA/LYQC 2 (0,010 1 (0,005) 0 (0) 2 (0,028) o (0) o (0 0 (0)
g25 Lyac/Lyac o (o) 1 (0,005) 0 (o) o (o) o (0) o (0 0 {0)
g26 HYPA/LYQC o {0) 2 (0,010) 0 (0) 0 (@) o () o {0 0 (0)
g27 HYPD/LYPA 0 {0} 2 (0,010) 0 ] 0 (0) o {0) o (0} 0 (0)

NOTA: em destaque, gendtipos cuja distribuigao diferiram significativamente entre os grupos; sintomatica = cardiaca +digestiva + associada.
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6.3 GENOTIPOS MBL2 E CONCENTRACAO SERICA DE MBL EM PACIENTES
CHAGASICOS E CONTROLES

A quantificagdo de MBL plasmatica foi realizada em 152 pacientes, com as
diferentes formas clinicas, dos quais 120 foram genotipados para MBL2. A
determinacao dos valores de MBL nos pacientes e controles foi realizada em estudo
prévio (LUZ, 2008). Como discutido no referido trabalho, ndo houve diferenga entre
as concentracoes séricas de MBL entre pacientes, de um modo geral, e controles.

Conforme explicado no item 5.3.4.1 da metodologia, os genoétipos MBL2 foram
agrupados em 6 dipl6tipos, de acordo com sua influéncia sobre os niveis séricos de
MBL (YA/YA e XA/YA relacionados com alta concentracdo de MBL; YA/YO
concentragdo intermediaria; XA/XA, XA/YO e YO/YO com baixa concentragdo sérica
da proteina), (TABELA 6).

A associagao conhecida entre as variantes X/Y e A/B/C/D e os niveis de MBL
(MINCHINTON et al., 2002; BOLDT et al., 2006) foi também observada no presente
trabalho, tanto em controles quanto em pacientes (GRAFICO 1), exceto para o
gendtipo XA/XA, cujos niveis ndo se mostraram deficientes. Entretanto, foi relatado
que um SNP localizado no exon 4 (3130G>C) influencia significativamente os niveis
funcionais de MBL em individuos com o haplétipo LXPA, conferindo niveis mais
baixos da proteina (190 ng/ml vs 700 ng/ml em portadores da variante 3130C),
(WIERTSEMA et al., 2006). Portanto, € possivel que 3130G, ou outra variante em
desequilibrio de ligacdo com a mesma, estejam determinado os niveis mais
elevados de MBL observados em pacientes chagasicos com o gendtipo XA/XA. Nao

foram observados individuos com genétipo XA/XA nos controles.

TABELA 6 - HAPLOTIPOS MBL2 EM PACIENTES CHAGASICOS E CONTROLES

Haplotipos Padentes Total Sintomaticos Indeterminados Controles
MBL2 n=155 F (%) n=121 F (%) n=r2 F (%) n=183 F (o)
A 242 62 145 62 &5 62 223 61
XA, 76 19 52 21 23 16 63 17
0 74 19 40 17 32 22 el 22

NOTA: sintométicos = cardiaca +digestiva + associada; F = frequéncia.
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GRAFICO 1- GENOTIPOS MBL2 EM RELAGAO A CONCENTRAGAO SERICA DE MBL NOS
PACIENTES CHAGASICOS E CONTROLES

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskall-Wallis

Interessantemente, observou-se que os gendtipos YC/YC e YA/YC néao
ocorreram em nenhuma das formas sintomaticas da DC em relagao aos controles
(0/121 ou 0% vs. 10/196 ou 5,10%; p=0,015), resultado que também foi significativo
quando comparou-se apenas os individuos com as formas cardiacas da DC em
relacdo aos pacientes indeterminados (0/74 ou 0% vs. 5/72 ou 6,94%, p=0,027), o

que comprova a significancia observada a nivel alélico (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2~ CONCENTRACOES SERICAS DE MBL NAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS
DA DC E CONTROLES.

NOTA: losangos representam os genétipos YC/YC e YA/YC de MBL2.

6.4 GENOTIPOS MBL2 EM PACIENTES NA FORMA CARDIACA DA DC
SEGUNDO A CLASSIFICAGAO FUNCIONAL

Dos 101 pacientes chagasicos com a forma cardiaca que foram genotipados
para MBL2, (74 com a forma isolada e 27 apresentando a forma cardiodigestiva), 99
foram distribuidos em subgrupos segundo a classificacdo funcional da AHA,
adaptada para DC (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2005), (QUADRO 1,
p.54). Ao avaliar os pacientes segundo este critério, observou-se que individuos nas
classes B1, C e D apresentaram niveis maiores de MBL em relagdo aos pacientes
no estadio A (p<0,0001). Nao foram observados pacientes na classe B2, dentre os
individuos com concentragdes de MBL conhecidas (GRAFICO 3).
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GRAFICO3- GENOTIPOS MBL2 EM RELACAO A CONCENTRACAO SERICA DE MBL EM
PACIENTES CHAGASICOS NAS CLASSES FUNCIONAIS DE INSUFICIENCIA
CARDIACA
NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis; losangos representam individuos com genétipos
que conferem deficiéncia de MBL.

A auséncia de individuos na classe B2 deve-se ao fato de que raramente
encontram-se pacientes com FEVE menor que 45% que ndo apresentem sintomas
de IC. Ja individuos na classe D s&o raros por se tratarem de pacientes debilitados,
muitas vezes em espera do transplante cardiaco, sendo improvavel encontra-los em
consulta de acompanhamento ambulatorial. Por esse motivo, optou-se pelos
agrupamentos das classes C e D para esta analise. O valor de P indicado no
GRAFICO 3 refere-se a diferenca observada entre os valores séricos de MBL entre
as classes funcionais A, B1 e C+D (p=0,008).

Como também pode ser evidenciado no GRAFICO 3, todos os genétipos
associados com deficiéncia de MBL (XA/YO e YO/YO) foram mais prevalentes na
classe A do que nas classes "B1, C e D" (6/27 ou 22,22% vs. 2/72 ou 2,77%,
p=0,0048; O.R.=0,10, IC 95%=0,02-0,54).
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Oito dos nove pacientes deste estudo portando um dos gendtipos que
conferem deficiéncia de MBL apresentaram baixos niveis séricos da proteina, sendo
cinco na classe A, dois na B1 e um individuo cuja classificagdo funcional ndo foi
determinada (todos com niveis de MBL <100ng/ml). Apenas um paciente na classe
B1 néo apresentou niveis de MBL considerados deficientes (mediana = 1.025 ng/ml).
Como foi relatado anteriormente, ndo foram observados pacientes na classe B2 com
concentragfes de MBL conhecidas.

Na TABELA 7, podem-se observar os genétipos de MBL2 encontrados nos
pacientes com as formas cardiacas isolada ou associada, em relagédo a classificagcao
funcional de IC.

TABELA 7 - GENOTIPOS MBL2 NA FORMA CARDIACA DA DC DE ACORDO COM A
CLASSIFICAGAO FUNCIONAL DE INSUFICIENCIA CARDIACA

Classe Funcional

Genotipos A B1 B2 C D Total
MBL2 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
YA/YA  11(39,29) 11 (40,74) 1(33,33) 19 (50,00) - 42 (42,42)
XA/YA 2(7,14)  6(22,22) 2(66,67) 10(26,32) 2(66,67) 22(22,22)
YA/YO 9(32,14) 5(18,52) - 6(15,79) 1(33,33) 21 (21,21)
XA/XA -- 2(7,41) -- 3(7,89) -- 5 (5,05)
XA/YO 3(10,71)  2(7,41) - - - 5 (5,05)
YO/YO 3(10,71) 1(3,70) - - - 4 (4,04)
N Total 28 27 3 38 3 99

6.5 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE FICOLINA-2 EM PACIENTES
CHAGASICOS E CONTROLES

As concentragbes plasmaticas de ficolina-2 foram determinadas em 155 dos
243 pacientes genotipados para FCN2 (além de dois pacientes cuja forma clinica
nao foi especificada) e em 71 controles sadios (TABELA 8). Concentragdes
plasméticas aumentadas de ficolina-2 foram observadas nos individuos controles
quando comparados aos diferentes grupos de pacientes e pacientes totais
(GRAFICO 4).



64

TABELA 8 - CONCENTRAQ()ES DE FICOLINA-2 EM PACIENTES NAS DIFERENTES
FORMAS CLINICAS DA DC E CONTROLES

Ficolina-2 (ng/ml)

Formas Clinicas N Mediana (min — max)

Indeterminada 55  2887,99 (n.d. - 18880,72)

52  2371,25 (973,96 — 13527,98)

Cardiaca
Digestiva 18 3727,03 (1104,30 — 13252,71)
Associada 28 2194,40 (423,21 - 7375,65)

Sintomaticos 98  2501,56 (423,21 — 13527,98)

Total 155  2538,00 (973,90 — 18880,72)
Controles 71 4251,98 (1135,08 — 13610,65)
Valor de p* <0,001

NOTA: (*) Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis; n.d.= nao detectavel;
Sintomaticos = cardiaca + digestica + associada.

Como pode ser observado no GRAFICO 4, individuos do grupo controle
apresentaram valores de ficolina-2 significativamente mais elevados em relagdo aos
pacientes totais (mediana: 4.252 ng/ml vs. 2.538 ng/ml, p <0.0001). Observou-se
ainda uma tendéncia a significAncia quando comparados pacientes sintomaticos
com aqueles na forma indeterminada (p=0.10).
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GRAFICO 4 - COMPARAGAO DAS CONQENTRAQOES PLASMATICAS DE FICOLINA-2 NAS
DIFERENTES FORMAS CLINICAS DA DC E CONTROLES

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

6.5.1 Concentragdes plasmaticas de ficolina-2 em pacientes chagasicos nas
diferentes classes funcionais de insuficiéncia cardiaca

Quando os individuos com a forma cardiaca da DC (incluindo as formas
isolada e cardiodigestiva), foram distribuidos nas diferentes classes funcionais de IC,
observou-se uma diferenca significativa dos valores de ficolina-2 entre as cinco
diferentes classes (A, B1, B2, C e D; p=0,008). Além disso, os pacientes na classe B
(B1+B2) apresentaram niveis mais altos de ficolina-2 do que os pacientes com
insuficiéncia cardiaca (C+D) (2981 ng/ml vs. 2094 ng/ml; p=0.039), (GRAFICO 5).
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GRAFICO5- CONCENTRACOES DE FICOLINA-2 EM PACIENTES CHAGASICOS NAS
DIFERENTES CLASSES FUNCIONAIS DE INSUFICIENCIA CARDIACA

NOTA: a distribuicdo dos niveis de ficolina-2 foi apresentada em mediana e interquartis; B=B1+B2;
(*) Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; (**) Teste nao paramétrico de Mann-Whitney.

6.5.2 Correlacao entre niveis de MBL e ficolina-2

Observou-se em pacientes indeterminados uma fraca, porém significante,

correlagao entre os niveis circulantes de MBL e ficolina-2 (R2=0.38; p=0.004).

6.5.3 Gendtipos de FCNZ2 nos pacientes chagasicos e controles

Cinco haplétipos compreendendo as variantes localizadas na regiao
promotora -986G>A, -602G>A, -4A>G e a substituicAo do aminoacido A258S
localizada no exon 8 (+6424) foram identificados em 243 pacientes: AAAA, AGAA,
AGGA, GGAA e GGAS. O grupo controle foi previamente genotipado (n=305) em
estudo prévio realizado pelo grupo de pesquisa do LIPM-HC/UFPR.
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6.5.4 Frequéncias genotipicas e haplotipicas de FCN2

As distribuicbes dos alelos e gendtipos encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg para todas as posi¢cées avaliadas em pacientes e controles. Nao
houve diferenca significativa nas distribuicdes genotipicas dos pacientes e controles
utilizando-se o teste exato de diferenciacdo populacional (P = 0.87296 + 0.01959).
Também nao houve diferencas significativas entre os haplétipos de FCN2 nos
diferentes grupos avaliados.

Como pode ser observado na TABELA 9, a frequencia alélica da variante
FCN2*A258S foi associada com a forma cardiodigestiva quando comparadas aos
controles (14/66 ou 21.2% vs. 29/270 ou 10.7%, O.R.=2.24, IC 95%=1.1-4.5,
p=0.037).

TABELA9- FREQUENCIAS ALELICAS E HAPLOTIPICAS DE FCN2 EM PACIENTES

CHAGASICOS E CONTROLES
Alelos FCN2 Controles Pacientes Indeterm. Sintom. Cardiacos Digestiva Assodada
(N) 610 486 176 304 152 46 66

-986 G=A 50.0+2.5 43.4+2.3 46,0+ 3.8 414128 40.6%3.6 4351274 424%6.1

-602 G=A 19.3£2.0 17.9+£1.7 19.2 £3.0 16.8+2.1 16.7 £ 2.7 15.2+5.4 18.2+4.8

-4 AZG 23.4+2.2 20.6+1.8 205+3.0 20.7+2.3 19329 23.9+64 22.7+5.2
A2588 10.7+1.9* 152+1.6 13.6+2.6 161+21 14.6+2.6 152+54 21.2+51

Hapldtipos

FCN2 (M)

AAAA 19.3+2.0 17.9+1.7 19.3+3.0 16.8+21 167+2.7 152+53 182148
AGGA 23.4+2.2 206+1.8 205%3.0 20.7+2.3 193+29 239+6.4 22.7+5.2
AGAA 7.3+ 1.3 4.9+1.0 6.3+ 1.8 39+ 1.1 4.7+1.5 4.3+3.0 1.5+ 1.5
GGA 52.0%2.0 56.6+2.3 54.0%3.8 58.6+2.8 594+3.6 S565%7.4 57.6+6.1
GGAA 41.1+3.0 41.4+2.2  40.3+3.7 424+28 A48+3.6 4L3+7.3 364+6.0
GGAS 10.7+1.9% 152+1.6 13.6+26 161+2.1 14.6+2.6 152+54 21.2+51

NOTA: em negrito, diferengas significantes (ver texto); N = nimero de cromossomos, Indeterm.-
indeterminados; Sintom.=sintomatico; Associada = Cardiacos + Digestiva.
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Na TABELA 10, a freqléncia dos genétipos para todas as posicoes

investigadas pode ser observada em pacientes nas diferentes formas clinicas e

controles.
TABELA 10 - FREQUENCIA DOS GENOTIPOS FCN2NOS PACIENTES CHAGASICOS E
CONTROLES
Genatipos Con trodes Facientss Indeter ming dos Sintematicos Candimcos Drigestiva Aszpliada
FOnz 3053 243 ER 152 95 23 33
AAAASAANN 10 (3.3} s [z.5) 3[3.4) 3 (2.0} 2 {21} o 1 (3.0}
AAAASABAA 5 {2.0} 7 (2.8 3(3.4) 4 {2.6) 3{3.1} [} 1 (3.0}
AAAASAGEA 22(7.2) 14 (5.8} 7 (6.0} & [4.0) 3[3.1} 2 .7} 1 (3.0}
AAAASGEAA 20 {14.B)* 36 {14.8) 11 {12.5) 25 [16.4) 15 [15.6) 4 {17.4] & [1B.2}
AAAASGEAS 7 (5.2)* 1E (7.4} 7 (5.0} 10 [E.6) 7{7.3} 1{4.3} 2 (6.1}
AAASGEA 57 [16.7} 54 [22.2) 1E [20.5} 35 {23.0) 22 [22.3) 5[21.7) E {24.2]
AGAASAGAA L] 1{0.a) 1{L1} L+] v} L+] L+]
AGAASAGGA o (3.0} 4 (1.6} 3{3.4} 1 {0.7) 1 [1.0} o 1]
AGAAEEAA 7{5.2)* 2(3.7 1{1 1} 7 [4.6) 5(5.2} 2{B.7) 4]
AGAASGEAS 2 [L5)* 2{0.E} 2 {2.3} [¥] Lt} o [¥]
AGASGEA 27 (8.5} 11{4.5 3{3.4) 7 {4.6) 5(5.2} 2 {B.7} [+]
AGSASAGGA 18 [5.5] 12 (4.5) 2{2.3} 10 (6.5} 7{7.3) 2 [B.7} 1 (3.0}
AGGASE GAA 31 {23.0)* 36 {14. B} 15 {17.0) 21 [13.8} 12 [12.5) 3 (13.0} B [18.2)
AGGA/SGEAS 3 (2.2)* 22 [o.1) 7 (8.0} 15 [£.0) 7{7.3 2{e7) 6 [18.2)
AGG/GGA 75 [25.9) 56 [23.5) 22 {25.0) 36{23.7) 19 [19.8) 5 {217} 12 {36.4)
SEAAGEAA 18 [(13.3)* 47 (18.3) 15 (21.5) 2E [18.4) 20 [20.E} 3 (13.0) 5[15.2)
SEAAGEAS 17 [12.6)* 76 [10.7) s [6.8} 20 {13.2} 14 {146} 4 (17.4) 2 6.1}
SEAS/G6AS o* 3{1.3) 1 (1.1} 2 (L3} a ] 2 (6.1}
GEASGGA T [25.2) 76 {31 3} 26 [29.5) 50 (32.9]) 34 {35.4) 7 (3.4} o [27.3)

NOTA: em negrito, gendtipos heterozigotos -4A/G,
pacientes cardiacos e controles; células sombreadas: genétipos AGGA/GGAS e GGAS/GGAS
(homozigotos para A258S), cuja somatoria das frequencias diferem entre pacientes com a forma
cardiodigestiva e indeterminados ou controles; *A258S foi investigado através de sequenciamento em
um subgrupo de 135 controles; n=namero de individuos; entre parénteses, freqiiéncias observadas.

cuja somatoria das frequencias diferem entre



69

Como apresentado na TABELA 10, observou-se menor frequencia de
heterozigotos FCN2*-4A/G (compreendendo os gendtipos AAA/AGG, AGA/AGG e
AGG/GGA do promotor) nos pacientes cardiacos do que em controles (23/96 ou
23,9% vs. 110/305 ou 36.1%, O.R.= 0.56, IC 95%= 0.33-0.94, p=0.034). A mesma
tendéncia foi encontrada quando se comparou a frequencia desses genotipos entre
pacientes cardiacos e indeterminados (23/96 ou 23,9% vs 18/88 ou 20,5%,
0.R.=0.55; IC 95%= 0.29-1.04; p=0.077). Além disso, gendtipos heterozigotos -4 A/G
com a variante FCN2*258S no exon 8 (AGGA/GGAS) e homozigotos FCN2*258S
(GGAS/GGAS) foram mais frequentes entre pacientes com a forma associada do
que nos controles (8/33 ou 24.2% vs. 3/135 ou 2.2%, O.R.=14.1, IC 95% =3.5-56.8,
p=0.0001) e indeterminados (8/33 ou 24.2% vs. 8/88 ou 9.1%, O.R.=3.2, IC 95%
=1.1-9.4, p=0.037).

6.5.5 Gendtipos e Haplotipos do Promotor de FCN2 em relagdo aos niveis de

Ficolina-2

Baixos niveis de ficolina-2 foram encontrados em associacao com a variante
FCN27258S nos pacientes (2419 ng/ml vs. 2748 ng/ml nos genoétipos sem
FCN2*258S, p=0.034). Enquanto que genoétipos heterozigotos FCN2*-4A/G foram,
em geral, amplamente distribuidos de acordo com os niveis de ficolina-2 nos
diferentes grupos, aqueles com o genoétipo 2585 (AGGA/GGAS) bem como
homozigotos FCN2*258S5/S (GGAS/GGAS), foram claramente associados com
concentragfes abaixo de 3000 ng/ml (Wilcoxon signed rank test, p=0.04),
(GRAFICOS 6 ¢ 7).
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GRAFICO 6 - CONCENTRACOES DE FICOLINA-2 EM PACIENTES CHAGASICOS NAS
DIFERENTES FORMAS CLINICAS DA DC E CONTROLES

NOTA: (*) Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis; circulos escuros: individuos com gendtipo
FCN2*-4A/G; losangos: individuos com genotipos FCN2*-4A/G e FCN2*258A/S (AGGA/GGAS) ou
FCN2*2585/S homozigotos (GGAS/GGAS); a distribuicdo dos niveis de ficolina-2 nos diferentes
genotipos foi apresentada pela mediana e interquartis.

Nao foram observadas diferengas entre os niveis de ficolina-2 e os gendétipos
da regiao promotora (-986, -602 e -4), em pacientes ou controles, quando cada uma
das posicoes estudadas foi avaliada separadamente. Entretanto, observou-se
diferenca estatisticamente significante (p=0,0014) quando pacientes e controles
foram comparados de acordo com os haplétipos estendidos do promotor, conforme
ilustrado no GRAFICO 8. Como pode ser claramente evidenciado no referido grafico,
essa diferenca deve-se ao fato de que os niveis de ficolina-2 foram mais elevados,
de modo geral, nos individuos da amostra controle, para todos os genotipos
observados.
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GRAFICO 7 -~ CONCENTRAGOES DE FICOLINA-2 EM PACIENTES CHAGASICOS E
CONTROLES DE ACORDO COM A PRESENGCA DA VARIANTE 258S

NOTA: (*) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; a distribuicdo dos genétipos foi
apresentada pela mediana e interquartis.

*Pp=0.0014

20000+

15000+

T

=

=

o~ 10000+

[:+]

=

=]

g T 0 u =

GRAFICO 8 - CONCENTRACOES PLASMATICAS DE FICOLINA-2 EM RELACAO AO

GENOTIPO DO PROMOTOR DE FCN2 EM PACIENTES CHAGASICOS E
CONTROLES

NOTA: (*) Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis; P=pacientes, C=controles.
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7 DISCUSSAO

A ativacdo do sistema complemento, especialmente através da via das
lectinas, é um importante mecanismo de defesa do hospedeiro contra infecgdes. E
importante ressaltar que o complemento constitui uma das primeiras linhas de
defesa imunoldgica a entrar em contato com as formas infectantes de parasitas,
antes da formacédo dos anticorpos. Ja foi demonstrado que tanto ficolina-2 como
MBL se ligam as formas infectantes do T. cruzi (CESTARI et al., 2009), atuando
diretamente no controle da parasitemia (CESTARI e RAMIREZ, 2010). Apesar do
papel benéfico do complemento no inicio da infeccdo para o controle da carga
parasitaria, sua ativagdo excessiva durante a fase cronica da doenca pode ser
prejudicial ao hospedeiro. Aliada ao processo inflamatério progressivo multifocal que
é caracteristico da DC, a ativagido exacerbada do complemento pode contribuir para
o dano tecidual e consequentes lesdes dos 6rgaos acometidos pela doenca.

Apesar de aproximadamente 50% dos individuos infectados pelo T. cruzi
permanecerem na forma indeterminada por toda vida, a cada ano cerca de 2-5% dos
pacientes assintomaticos irdo progredir para algumas das formas sintomaticas,
podendo apresentar danos cardiacos, digestivos e menos freqlientemente,
neuroldgicos, irreversiveis (RIBEIRO e ROCHA, 1998). Uma teoria plausivel € que
individuos que permanecem assintomaticos sao capazes de reduzir o numero de
parasitas na fase inicial da infeccao, além de modular a resposta imunolégica,
limitando o desenvolvimento da DC. Por outro lado, individuos que desenvolvem a
doencga cardiaca, embora capazes de controlar a disseminagédo do parasita, talvez
exibam mecanismos imunoregulatérios nao eficientes, levando ao estabelecimento
de um processo inflamatorio persistente (DUTRA e GOLLOB, 2008).

Até o momento, ndo existe marcador laboratorial disponivel a fim de monitorar
a progressao para as diferentes formas clinicas da DC, nem tdo pouco, indicadores
prognosticos de gravidade da doenga. Este é o primeiro trabalho na literatura a
sugerir um papel dos polimorfismos de FCNZ2 e niveis de ficolina-2 na DC e o
primeiro a investigar os polimorfismos de MBL2 em pacientes chagasicos do Brasil.
Um dnico estudo de associacdao envolvendo genoétipos MBL2 em chagasicos foi
publicado até o momento no Chile (WEITZEL et al., 2012).
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Através dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se inferir que o alelo
C, o qual confere deficiéncia de MBL, esta associado com protecdo ao
desenvolvimento das formas sintomaticas da DC quando comparado aos controles.
Além disso, evidenciou-se um efeito protetor desse polimorfismo em MBL2 contra o
desenvolvimento das formas sintomaticas da DC tanto a nivel haplotipico (LYQC),
quanto genotipico (YC/YC e YA/YC). O mesmo efeito protetor para o alelo C, bem
como para os gendtipos YC/YC e YA/YC, além de uma tendéncia para o haplotipo
LYQC, foi observado ao comparar os pacientes chagasicos na forma cardiaca com
aqueles na forma indeterminada, o que reforca as associagbes observadas em
relacdo aos controles, por se tratarem de individuos que foram comprovadamente
infectados pelo T. cruzi, mas nado desenvolveram a doencga. A deficiéncia de MBL
causada pela substituicdo Gly54Asp (alelo B) resulta, em parte, da formagéo
reduzida de oligbmeros maiores (WALLIS e CHENG et al., 1999). Além disso, foi
demonstrado em estudo funcional que a ativagcdo do complemento usando MBL
recombinante foi menor em rMBL/C, seguida por rMBL/B, porém, a ativacdo do
complemento através da rMBL/D foi similar a rMBL/A (RAJAGOPALAN et al., 2009),
o que explica por qué MBL2*C estaria protegendo os pacientes chagasicos contra o
desenvolvimento das formas sintomaticas da DC.

Ao avaliar os pacientes com a forma cardiaca da DC, segundo a classificacao
funcional de IC, observou-se ainda que os genoétipos XA/YO e YO/YO, os quais
estdo associados com a deficiéncia de MBL, foram mais prevalentes na classe A
(pacientes cuja unica manifestagcéo cardiaca € alteragao no eletrocardiograma, o que
indica menor grau de acometimento cardiaco) do que nas classes B1, C e D, nas
quais observam-se alteragbes ecocardiograficas, além de -eletrocardiogréficas.
Pode-se inferir, portanto, que os gendtipos que conferem deficiéncia de MBL estao
associados com protegcdo a CCC mais grave. A auséncia dos genotipos deficientes
nas categorias B2, C e D nos permite sugerir também que estes individuos possuem
niveis séricos de MBL mais elevados em relagcado aqueles do grupo A. De fato, dos
nove pacientes deste estudo com um dos gendétipos deficientes apresentaram baixos
niveis de MBL, todos com niveis de MBL <100ng/ml. Estes dados corroboram com
os resultados descritos previamente em outro estudo do LIPM-HC/UFPR (LUZ et al.,
2009), onde se observou que individuos das classes B1, C e D apresentaram niveis

mais altos de MBL em relacdo aos pacientes no estadio A, confirmando que as
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diferengas observadas nos niveis de MBL dos pacientes com DC desse estudo séo,
de fato, geneticamente determinados.

Enquanto um papel protetor do haplétipo MBL2*LYQC e dos genétipos YA/YO
e YO/YO foi observado em pacientes chagasicos, estes foram associados com
susceptibilidade a infec¢cao por Plasmodium sp. em adultos assintomaticos (BOLDT
et al., 2009). Além disso, MBL2*LYQC foi também associado com malaria grave em
criangas (BOLDT et al., 2006). Weitzel et al. (2012) ndo encontraram os genotipos
MBL2*C e MBL2*D em paciente chagasicos no Chile. Porém, MBL2"B foi mais
comum em pacientes do que controles saudaveis (43.5%. vs 31%, OR ajustado =
2.3, 95% Cl = 1.01-5.4, P = 0.047) (WEITZEL et al., 2012). Entretanto, nenhuma
associagao entre sintomaticos e indeterminados, ou com a CCC foi observada para
os gendtipos MBL2*C. E importante considerar que as frequencias de MBL2 diferem
entre as populacées (DOMMETT, KLEIN e TURNER, 2006; VERDU et al., 2006).
Boldt et al (2006), encontrou a variante MBL2*B em 44% de amerindios da tribo
Guarani. As populagdes Mapuche e Chiriguano da Argentina, que sédo etnicamente
relacionadas aos Guarani, apresentaram 42 e 46% de frequencia deste alelo,
respectivamente (MADSEN et al., 1998). A alta frequencia encontrada em pacientes
chilenos deve-se, provavelmente, a miscigenacao amerindia, a qual € bem menor na
amostra do presente estudo (13% em pacientes vs. 15,8% em controles) e, portanto,
o efeito deste alelo nao foi detectado. Além disso, a frequencia da variante C no
Chile pode ser inferior, devido a menor miscigenacao africana. Além da influéncia do
componente étnico, deve-se considerar que o estudo do Chile foi realizado em uma
amostra menos representativa, contendo 125 pacientes (sendo 64 cardiacos e 61
indeterminados) e apenas 45 controles.

Muitas evidéncias apontam um papel fisiopatoldégico para MBL em distlrbios
cardiacos, tanto em estudos experimentais quanto clinicos. Niveis altos de MBL
sérica foram associados, por exemplo, com risco aumentado de isquemia, infarto do
miocardio e morte subita em pacientes com artrite reumatéide (TROELSEN et al.,
2007). Foi relatado que gendtipos de MBLZ2 associados a altos niveis de MBL
aumentam também o risco de cardite aguda e crdnica em pacientes com febre
reumatica (SCHAFRANSKI et al., 2008). Recentemente foi sugerido um papel para
MBL no mecanismo fisiopatolégico no infarto do miocardio (TRENDELENBURG et
al., 2010). No referido estudo, os autores sugerem que baixos niveis de MBL, devido

a polimorfismos genéticos, promoveriam menor dano tecidual e dessa forma,
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individuos com deficiéncia teriam menores taxas de arritmias. Foram avaliados 890
pacientes e observou-se que a deficiéncia de MBL reduziu significativamente a
mortalidade (0.79% vs. 5.51%) dos individuos. Contraditoriamente a maioria dos
estudos relatados, Saevarsdottir et al. (2005) observaram que pacientes com alta
concentracdo de MBL apresentaram uma menor probabilidade de infarto do
miocardio, devido a sua importante funcao na remocéao fagocitica de debris celulares
e complexos auto-imunes.

Corroborando com os achados clinicos relacionados com o papel de MBL,
existem ainda diversos estudos experimentais. Rothfuchs et al. (2012) sugeriram
recentemente um papel para MBL na regulacdo da resisténcia do hospedeiro na
inflamagédo do miocéardio, em modelo murino. No referido estudo, camundongos
deficientes para MBL, infectados com uma cepa cardiotrépica de T. cruzi,
apresentaram maior miocardite e fibrose cardiaca comparados com camundongos
selvagens (ROTHFUCHS et al.,, 2012). Anteriormente, Busche et al. (2008)
observaram que a MBL desempenha um papel critico na isquemia € injaria ap6s
reperfusdo do miocardio isquémico, na diabetes experimental, sendo que a auséncia
de MBL parece inibir a remodelacao hipertréfica e a perda de células progenitoras
cardiacas apdés duas semanas de hiperglicemia. Chan et al. (2006) também
demonstraram que a MBL aumenta a injuria tecidual na reperfusao pés-isquémica e
um papel protetor da deficiéncia contra os referidos danos foi observado. Além
disso, Jordan et al. (2001) evidenciaram que a MBL se liga a células endoteliais da
musculatura esquelética na reperfusdo pds-isquémica, causando excessiva ativagao
do complemento.

Kahn et al. (1996) caracterizaram a interacdo entre MBL e o T. cruzi, in vitro,
demonstrando que a principal glicoproteina de superficie das formas amastigotas, a
SA85-1, é ligante da MBL humana. Os autores também observaram que a adesao
de formas amastigotas de T. cruzi a macréfagos € facilitada pelo receptor de
manose (KAHN et al., 1995; KAHN et al., 1996). Posteriormente, Cestari et al.
detectaram a rapida ligagdo de MBL e ficolina-2 na superficie de T. cruzi e
observaram que a deplecao dessas moléculas do soro causa falha na morte dos
parasitas, evidenciando que a via das lectinas claramente desempenha um
importante papel na defesa do hospedeiro contra a DC (CESTARI et al., 2009). Aléem

disso, demonstrou-se que receptores de manose localizados na superficie de
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cardiomidcitos estao envolvidos na ligagao e internalizacao do T. cruzi (MEIRELLES
et al., 1999; SOEIRO et al., 1999).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, aliados a todas as
evidéncias aqui apresentadas, as quais em sua grande maioria corroboram com os
nossos achados, é plausivel considerar a hipétese de que altos niveis de MBL,
determinados geneticamente, poderiam facilitar a internalizacdo do T. cruzi
aumentando assim a invaséo pelo parasita. Além disso, a MBL poderia se ligar ao
miocardio de individuos chagasicos expressando antigenos de T. cruzi, ou antigenos
proprios do hospedeiros com epitopos similares aos do parasita (através do
mimetismo molecular), ou neoantigenos que sdo expostos devido a lesao tecidual
contendo ligantes de MBL, incitando de modo continuo a ativagdo do complemento,
através da via das lectinas, contribuindo assim para inflamacao progressiva que
ocorre na CCC e consequlente injaria tecidual. Da mesma forma, a deficiéncia de
MBL poderia proteger contra a invasao celular pelo T. cruzi e minimizar os danos
causados pela ativacdo exacerbada do complemento. Através destes resultados
sugere-se que a quantificacdo sérica de MBL e genotipagem de MBL2 podem ser
Uteis como marcadores prognéstico na DC. Além disso, tais evidéncias permitem
especular o uso de inibidores da via das lectinas, juntamente com o bloqueio da via
classica, como terapia preventiva a fim de reduzir a injuria tecidual na CCC e outras
doencas inflamatérias crénicas, onde o papel da ativagcdo do complemento tem sido
evidenciado (JORDAN et al., 2001).

Similarmente a MBL, ficolina-2 se liga a aglcares encontrados na superficie
de muitos patégenos, incluindo o T. cruzi, promovendo sua fagocitose e lise através
do sistema complemento. Este foi o primeiro estudo a avaliar a influéncia da
concentracao plasmatica de ficolina-2 e gendtipos FCN2 em pacientes chagasicos.
Individuos do grupo controle apresentaram valores de ficolina-2 significativamente
mais elevados em relagdo aos pacientes totais. Observou-se também uma tendéncia
a significancia quando comparados individuos sintomaticos com aqueles na forma
indeterminada. E importante considerar que apesar de aumentados em relagdo aos
pacientes, os niveis de ficolina-2 observados nos controles encontram-se dentro dos
valores considerados fisiologicamente normais em individuos saudaveis
(SALLENBACH et al.,, 2011). Corroborando com estes achados, outro estudo
também relatou concentragbes diminuidas de ficolina-2 em relagdo aos controles,
em pacientes com bronquiectasia (KILPATRICK, FUJITA e MATSUSHITA, 1999).
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Diferencas nos valores de ficolina-2 tém sido relatadas em algumas doencas
quando comparados a individuos controles. Foram observados, por exemplo, niveis
de ficolina-2 aumentados na malaria aguda, em relacdo aos niveis apdés o
tratamento (FAIK et al., 2010). Interessantemente, os niveis de ficolina-2 sao
maiores na hepatite B, tanto na infeccdo aguda quanto na crénica (HOANG et al.,
2011). Porém, sao menores em individuos infectados com Schistosoma
haematobium comparados aos controles (OUF et al., 2012).

As distribuicdes dos alelos e gendtipos de FCN2 encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg para todas as posi¢ces avaliadas em pacientes e controles, e
nao diferiram daquelas ja relatadas em populagdes européias (HUMMELSHOJ et al.,
2005; OJURONGBE et al., 2012). Entretanto, observou-se menor frequencia de
heterozigotos FCN2*-4 A/G (AAA/AGG, AGA/AGG e AGG/GGA) nos pacientes com
a forma cardiaca da DC do que em controles. Além disso, houve uma tendéncia na
mesma direcao entre pacientes cardiacos e indeterminados. O haplétipo AGG do
promotor, cuja presenga ocorre obrigatoriamente em heterozigotos FCN2*-4A/G,
também foi associado com protecdo contra a infeccao por HBV em vietnamitas
(HOANG et al., 2011), mas com susceptibilidade a esquistossomose em nigerianos
(OUF et al., 2012). Em outros trabalhos do grupo de pesquisa do LIPM-HC/UFPR o
haplétipo FCN2*AGA foi associado a protegdo contra a hanseniase e a febre
reumatica (MESSIAS-REASON, KREMSNER e KUN, 2009; MESSIAS-REASON et
al., 2009), enquanto em outro estudo esse haplétipo foi associado com
susceptibilidade a leishmaniose cutdanea (ASSAF et al., 2012). Ficolina-2 parece ter,
assim como MBL, um papel duplo na resposta imunolégica, o que explicaria os
resultados contrastantes encontrados em estudos de associagdo com diferentes
doencas infecciosas.

Nao foi observada qualquer relacdo entre gendtipos ou haplétipos do
promotor de FCNZ2 e as diferentes formas clinicas da DC. Apesar da reconhecida
importancia da MBL e ficolina-2 no reconhecimento dos patégenos bem como da
ativacdo da via das lectinas nos processos inflamatérios cronicos, deve-se
considerar o fato de que a evolucéo clinica diferencial da DC pode ocorrer devido a
diferencas qualitativas na resposta inicial a infecgdo pelo T. cruzi, as quais podem
ser influenciadas por diversos fatores, tais como a exposicao a diferentes linhagens
do parasita ou fatores genéticos do hospedeiro (DUTRA e GOLLOB, 2008).

Entretanto, o alelo FCN2*258S, também conhecido como FCNZ2-C, foi associado
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neste estudo com a forma cardiodigestiva da DC. Essa variante foi anteriormente
descrita por alterar a capacidade de ligacdo das moléculas de ficolina-2 a GlcNAc
(HUMMELSHOJ et al., 2005). A variante FCN2*258S foi também encontrada por
outros autores em associacdo com inicio precoce da colonizacao por Pseudomonas
aeruginosa em pacientes com fibrose cistica (HAERYNCK et al.,, 2012). Em
contraste com os achados do presente estudo, homozigotos para esta variante
foram associados com protegéo contra a leishmaniose cutdnea (ASSAF et al., 2012)
e a presenca desse alelo, com protecao contra a infeccao pelo citomegalovirus, mas
nao infecgbes bacterianas, apods transplante ortotépico de figado (DE ROOIJ et al.,
2010; DE ROOM et al., 2011). A variante FCN27258S também n&o foi associada
com infec¢des do trato respiratério em criangas alemas (RUSKAMP et al., 2009),
nem com doenga pneumocécica invasiva (CHAPMAN et al., 2007), artrite
reumatoide (VANDER CRUYSSEN et al.,, 2007) e doenca de Behcet no Japao
(CHEN et al., 2006).

Interessantemente, FCN2*258S aumenta a capacidade de ligagéo da ficolina-
2 a GlcNAc (HUMMELSHOJ et al., 2005). Sabe-se que motivos O-linked GIcNAc (O-
GlIcNAc) constituem um epitopo comum entre a cruzipaina, o principal antigeno do
T. cruzi, e miosina ou outras proteinas cardiacas contendo O-GIcNAc- (ACOSTA et
al., 2011). A maior capacidade de ligacao de GIcNAc dessa variante talvez esteja
relacionada com a ativagdo do complemento e deposi¢cao destrutiva de MAC em
tecidos musculares cardiaco e liso de pacientes com manifestacoes
cardiodigestivas. A deposicao aumentada de MAC ja foi relatada em individuos com
CCC, em relacdo a pacientes com cardiomiopatia dilatada idiopatica ou controles
(AIELLO et al.,, 2002). Nossa hipétese, portanto, é que devido a capacidade
aumentada da variante FCN2*258S em ligar-se a GIcNAc, haveria nesses individuos
maior deposi¢do de ficolina-2 no tecido, levando a ativagdo do complemento e aos
consequentes danos no miocardio e/ou no sistema gastrointestinal, o que poderia,
em parte, também explicar a atividade inflamatoria exacerbada e a resultante fibrose
tecidual que ocorrem na CCC. De acordo com os resultados obtidos no presente
estudo, observou-se que os individuos chagéasicos com a FCN2*258S variante
apresentam um risco cerca de trés vezes maior de desenvolver a forma
cardiodigestiva, em relacao aos pacientes indeterminados. Baixos niveis de ficolina-
2 foram encontrados em associacao com a variante FCN2*258S nos pacientes com

DC e refletem, em parte, a alta freqiéncia da variante FCN2*258S nos individuos
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com a forma cardiodigestiva. A associacao entre baixos valores de ficolina-2 e a
variante FCN2*258S foi previamente observada em outros grupos: individuos
dinamarqueses saudaveis (MUNTHE-FOG et al., 2007), criancas polonesas com
infeccdes recorrentes (CEDZYNSKI et al., 2007), gaboneses com malaria (mas nao
em controles) (FAIK et al., 2010), pacientes vietnamitas infectados por HBV e
controles (HOANG et al., 2011). A razdo da associacao dessa variante com baixos
niveis de ficolina-2 ndo esta clara, mas possivelmente esta relacionada com um
efeito na polimerizagdo da molécula, como ocorre para MBL. E possivel que, devido
a sua maior capacidade de ligagdo, individuos com essa variante ndo precisem
sintetizar niveis elevados de ficolina-2. E possivel ainda que a reducéo dos niveis de
ficolina-2 observada em pacientes chagasicos neste estudo ocorra devido ao
processo de doenga per se, ja que foi demonstrado que ficolina-2 pode se ligar a
antigenos do T. cruzi (CESTARI et al., 2009), a pentraxina 3 (MA et al., 2009) e a
proteina C-Reativa (NG et al., 2007), o que poderia afetar seus niveis circulantes.
Por outro lado, niveis reduzidos de ficolina-2 também podem ocorrer devido a
polimorfismos n&o avaliados no presente estudo.

Nao foram observadas associagdes entre os valores de ficolina-2 e gendétipos
FCN2 para as posicdes avaliadas do promotor, tanto em pacientes como em
controles. E importante considerar que o gene FCN2 é altamente polimérfico e as
frequencias das numerosas variacbes do DNA, existentes tanto nas regides
codificantes como nao codificantes, diferem nos diferentes grupos étnicos (FAIK et
al., 2010), incluindo as variantes funcionais dos SNPs investigados no presente
estudo (OJURONGBE et al., 2012). Embora nao tenha sido observada nenhuma
associacao entre os genétipos do promotor de FCN2 e niveis da proteina, é
interessante notar que as concentragdes de ficolina-2 nos controles foram em média
o dobro do encontrado nos pacientes totais, obedecendo ao mesmo padrdo entre
pacientes e controles para todos os haplétipos do promotor.

Os resultados obtidos permitem-nos sugerir que tanto os niveis de MBL como
de ficolina-2 poderiam ser utilizados como marcadores de atividade da DC. Além
disso, a genotipagem dos polimorfismos de MBL2 e FCNZ2 associados com a DC
neste estudo permite sugeri-los como possiveis marcadores de prognéstico e
evolugdo clinica em pacientes chagasicos. Porém, estudos adicionais sao
necessarios a fim de reforcar essa hipétese.
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8 CONCLUSOES

O haploétipo MBL2* LYQC, bem como os genotipos MBL2* YA/YC e MBL2*
YC/YC foram associados com protecao contra as formas sintomaticas da DC;

O alelo MBL2*C foi associado com protecdo ao desenvolvimento da
cardiomiopatia chagésica crénica;

Os gendtipos MBL2* XA/YO e YO/YQO, os quais conferem deficiéncia de MBL,
foram associados com prote¢cdo contra o desenvolvimento das formas mais
graves da cardiomiopatia chagasica crdnica;

As variagdes nos niveis de MBL dos pacientes e controles mostraram-se
associados aos genotipos MBL2;

Os niveis de ficolina-2 estdo significantemente diminuidos em pacientes
chagasicos em relagéo aos controles;

Os niveis de ficolina-2 ndo foram associados aos genétipos FCN2 em
pacientes ou controles;

Na forma cardiaca da DC, niveis significativamente mais altos de ficolina-2
foram observados em pacientes sem insuficiéncia cardiaca do que em
pacientes com essa condi¢ao;

A variante FCN2*258S presente no exon 8 foi associada com a forma
cardiodigestiva da DC;

Nao foi observada qualquer relacdo entre gendtipos ou haplétipos do
promotor de FCNZ2 e as diferentes formas clinicas da DC e controles;

Nao houve associacao entre genétipos ou haplétipos de FCN2 em pacientes

com a forma cardiaca da DC nas diferentes classes funcionais.
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CODIFICACOES

1 = masculino

2 = feminino

1 = euro-brasileiro

2 = afrodescendente
3 = oriental

4 = indigena

1 = indeterminada
2 = cardiaca
3 = digestiva

4 = associada

ND = n&o determinado
S| = sem informacgao



APENDICE 1 — PLANILHA DE DADOS DE PACIENTES

Codigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (ng/ml) | FCN2 (ng/ml)
DCO001JAM 4 1 61 1 1285 ND
DC002ND 2 1 49 0 7214 ND
DCO03EFL 1 0 51 0 1025 ND
DCO004RS 4 0 56 1 2119 ND
DCO005JRF 1 1 63 0 6379 ND
DCO06MPA 4 1 63 0 89 ND
DCO007MFA 2 1 52 0 2422 ND
DCO008JMS 2 1 52 0 2448 ND
DC010AMN 2 0 73 0 6016 ND
DCO011MCF 1 0 52 0 134 ND
DC01210S 2 0 71 0 363 1622,36
DCO013JTS 1 0 53 0 143 6058,44
DC014VMZ 2 1 34 1 83 ND
DCO015ASL 1 0 57 0 1192 ND
DC016MN 2 0 50 0 2170 ND
DCO018AS 1 0 60 0 641 ND
DC019CCS 1 0 43 0 2330 ND
DC020MEL 1 0 47 0 2812 ND
DC021CSP 1 0 54 0 1170 ND
DC022LFM 2 0 59 0 232 ND
DC023VT 2 1 52 0 2369 ND
DC024AAS 4 1 64 0 127 ND
DC025JLO 2 1 51 1 74 ND
DC026JCD 1 1 62 0 2012 ND
DC027MDS 2 1 71 0 2651 ND
DC028ABA 2 1 48 0 911 ND
DC029JPS 3 1 63 0 5465 ND
DCO30MFP 2 0 50 0 248 ND
DC031RL 4 1 55 0 2529 ND
DCO032AR 2 1 61 1 282 ND
DCO033AMP 2 0 43 0 368 ND
DCO034IML 2 0 57 0 1219 ND
DCO035EQ 1 1 58 1 1451 ND
DCO036BR 1 1 55 0 1014 ND
DCO037NR 3 0 57 0 224 ND
DC038JM N.1. 1 46 0 964 ND
DC039COM 1 0 52 0 130 ND
DC040PNF 1 0 60 0 1399 ND
DC041MT 3 0 44 0 1865 ND
DC042MHF 1 0 58 0 1097 ND
DC043JCM 2 1 67 0 1488 ND
DC044FCM 2 1 53 0 885 ND
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Cadigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (hg/ml) | FCN2 (nhg/ml)
DC045MAS 2 0 49 0 1460 ND
DC046AMO 2 0 55 0 330 ND
DCO048LRS 2 1 62 0 1381 ND
DCO049NRS 1 0 52 0 2552 4243,39
DCO050AFS 2 1 50 1 645 13000,00
DC05108 2 1 67 0 5172 ND
DC052JAN 2 0 73 1 1269 2755,08
DCO53MAL 2 1 49 0 1474 242751
DCO054ALS 2 1 65 0 2803 1600,30
DC055RMR 4 0 50 0 327 2860,56
DCO056EM 4 0 49 1 1559 886,06
DCO057EC 1 0 53 0 69 ND
DC058MRM 1 0 44 0 637 3821,80
DCO059ECF 1 1 55 0 1314 3050,22
DC060WRC 4 1 66 0 1830 1822,99
DC061MRS 2 0 53 0 121 ND
DCO062IFM 2 1 54 0 1422 2033,54
DC063MRC 2 1 64 0 67 ND
DC064JCD 1 1 40 0 726 ND
DC065CA 2 1 51 0 358 ND
DC0660H 1 0 53 0 122 5518,78
DC067ABC 3 1 53 0 310 ND
DC068JAB 2 1 63 0 76 ND
DC069MRK 1 0 58 0 1859 2474,06
DC070PCA 1 1 59 0 2464 2378,28
DC071MGC 1 0 69 0 1904 1642,93
DC072DCV 4 0 51 0 325 2115,83
DCO073NMR 1 0 56 0 562 ND
DCO074ISS 1 0 42 0 356 4167,14
DC075JMP 2 1 56 0 506 4022,20
DC076JSO 2 0 64 0 1420 ND
DCO77VST 1 0 61 0 661 1655,01
DCO078SPL 2 1 50 0 615 2315,00
DC079VLC 2 1 46 0 1192 ND
DCO080AC 1 1 60 0 342 ND
DC081MRP 2 1 65 0 996 ND
DC0820S 2 0 51 1 600 ND
DCO083VAP 2 1 57 0 <50 ND
DC084MMP 2 0 43 0 800 ND
DC085HKB 1 0 59 0 2200 ND
DC086MAA 3 0 81 0 <50 4642,25
DC087MSS 4 1 51 1 4400 2566,94
DCO089AAB 2 1 64 1 5150 1149,16
DC090CLA 4 0 54 0 5600 3411,88
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Cadigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (hg/ml) | FCN2 (nhg/ml)
DC092AJO 2 0 49 1 2700 1221,53
DC093GRA 2 0 61 0 4400 2495,68
DC094JPP 1 0 74 0 3200 2465,49
DC095WVS 4 1 72 0 5500 1836,81
DC096MBS 2 1 63 0 4200 ND
DC097MDB 3 0 54 0 3600 4380,52
DC098NTO 1 0 42 0 <50 4210,39
DC099VRC 1 0 51 0 1500 ND
DC100MJS 3 1 70 1 4700 5074,10
DC101MLB 1 0 65 1 <50 10074,23
DC102JBS 4 1 50 0 5100 4642,25
DC103MVA 2 0 45 0 <50 ND
DC104JA 2 1 78 0 2050 ND
DC105J0 1 1 50 0 2800 ND
DC1060RN 4 0 68 0 2600 2272,98
DC107RAB 3 0 36 1 1900 4416,14
DC108CH 3 0 55 1 3100 7209,62
DC109JCC 1 1 59 0 3400 ND
DC110CMB 2 0 57 0 600 ND
DC111MBF 3 0 51 0 2100 4966,37
DC112MFC 2 0 53 0 <50 ND
DC113FA 1 0 53 0 90 7082,38
DC114FAS 1 1 56 1 105 ND
DC115IFS 3 0 55 0 1005 13252,71
DC116JRS 3 1 71 0 79 2307,27
DC117LDP 2 0 62 0 3800 ND
DC118MRR 4 0 55 0 500 764,46
DC119JH 1 1 76 0 5600 ND
DC120JRA 2 1 57 0 5600 ND
DC121AJC 1 1 34 0 4500 ND
DC122CAO 3 0 60 0 3200 7479,23
DC123JA 4 1 55 1 3700 3487,29
DC124MIS 2 0 49 0 4800 ND
DC125SPN 2 1 85 0 3500 3105,72
DC126RSL 2 1 49 1 5250 ND
DC128MD 4 1 73 0 3700 7375,65
DC129PMS 1 1 55 0 600 ND
DC130CLA 3 0 48 0 <50 10154,47
DC131AVB 2 1 48 0 <50 ND
DC132ER 4 1 69 0 2400 1642,93
DC133MAD 3 0 47 0 700 2410,93
DC134CB 4 1 37 0 <50 423,21
DC136PSR 1 1 66 0 5600 1550,02
DC137CMB 1 1 40 0 3700 2033,54
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Cadigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (hg/ml) | FCN2 (nhg/ml)
DC138MIR 2 0 52 0 5600 ND
DC139JP 1 1 38 0 600 2303,42
DC140ACD 1 0 42 0 <50 ND
DC141IAS 1 0 47 0 <50 ND
DC142JPT 1 1 43 0 600 ND
DC143MSR 1 0 67 0 <50 ND
DC144MFP 3 0 61 1 600 1801,15
DC145AGS 2 0 90 1 3000 ND
DC146ANP 1 0 62 1 5400 ND
DC147MCS 1 1 64 1 3600 ND
DC148RGP 1 0 62 0 4700 ND
DC150SFM 1 0 43 0 1600 4276,90
DC151ISF 4 0 46 0 700 2775,65
DC152AAF 2 0 61 1 800 ND
DC153NOS 1 0 57 0 1100 ND
DC154CSN 1 0 54 0 1800 2887,99
DC155MAL 2 0 57 0 2500 2224,79
DC156IVP 1 1 53 0 3000 1226,73
DC157BFR 1 0 52 1 3300 ND
DC158DAC 2 0 60 0 3500 1761,13
DC159NMS 2 0 60 1 3300 ND
DC160JFS 2 1 58 1 4200 ND
DC161AFO 2 0 58 0 ND 3664,29
DC162ASA 1 0 57 0 ND 13000,00
DC163ERS 1 0 36 0 ND 3706,83
DC16410 1 1 54 0 ND 5074,10
DC165JPS 2 1 84 1 ND 2646,29
DC166JAD 4 1 63 0 ND 2641,51
DC167CN 3 1 55 0 ND 1737,67
DC168JMD 2 1 48 1 ND 1534,42
DC169JCS 1 1 40 0 ND 2315,00
DC170PRM 1 1 41 0 ND 1899,36
DC171TGC 1 0 57 0 ND 2938,50
DC172MSJ 4 0 38 0 ND 2092,31
DC173SCG 2 1 46 0 ND 973,96
DC174MS 1 1 40 0 ND 1226,73
DC175MFF 1 0 55 3 ND 2059,36
DC176NC 4 1 63 0 ND 1289,15
DC177LDM 1 0 64 0 ND 1482,31
DC178MM 1 1 58 0 ND 2001,91
DC179LOS 4 0 71 0 ND 1305,71
DC180RAS 4 1 61 0 ND 1475,95
DC181VPS 2 1 54 0 ND 2833,57
DC182ZFM 1 0 51 0 ND 1071,50
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Cadigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (hg/ml) | FCN2 (nhg/ml)
DC183ZPC 2 0 62 3 ND 2530,91
DC184AIM 2 0 62 0 ND 1678,39
DC185DVS 2 0 63 1 ND ND
DC186JAB 4 1 72 1 ND 1396,02
DC187JBM 2 1 56 0 ND 2271,83
DC1880MS 1 0 64 0 ND 4005,97
DC189CCP 1 1 59 0 ND 9349,26
DC190MPS 2 0 67 0 ND 1222,40
DC191JAS 2 1 60 1 ND 3829,07
DC192HFT 2 0 58 0 ND 2789,04
DC193JTC 2 0 43 0 ND 7901,69
DC194NPS 2 1 54 1 ND 13527,98
DC196FBL 1 1 49 0 ND 6133,25
DC197JAS 2 1 77 3 ND 3026,59
DC198ELP 1 0 56 0 ND 18880,72
DC199LGF 2 1 54 1 ND 6180,63
DC200JLM 4 1 55 3 ND 3398,96
DC201JPM 1 1 58 0 ND 2528,76
DC2020B 1 1 61 0 ND 4460,18
DC203HGS 2 0 60 0 ND 2980,87
DC204JSR 1 0 55 3 ND 3121,80
DC205MHS 1 0 53 0 ND 3152,64
DC206MJO 2 0 65 0 ND 10400,00
DC207IN 1 0 60 1 ND 0,00
DC208IB 1 0 61 0 ND 4095,43
DC209JPA 4 1 59 0 ND 3165,13
DC210NBS 4 0 49 0 ND 3055,79
DC211VLS 1 0 51 3 ND 2799,15
DC212AMS 2 0 62 1 ND 3865,04
DC213MGC 3 0 69 1 ND 1348,71
DC214MAP 1 0 67 0 ND 2887,58
DC215PMB 1 66 0 ND 1784,70
DC2160SB 1 0 52 0 ND 1442,86
DC217ALP 1 0 55 0 ND 1987,10
DC218MSP 3 0 84 0 ND 1104,30
DC219A0F 2 1 77 1 ND 1120,86
DC220JAP 2 1 56 0 ND 1651,90
DC221EMS 2 0 59 0 ND 2563,48
DC222KI 2 0 64 2 ND 1506,33
DC223EFS 4 1 54 0 ND 1297,25
DC224IMP 2 0 59 0 ND 2286,48
DC225MAJ 0 72 0 ND 1234,92
DC226NVA 2 0 67 0 ND 1554,73
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Cadigo Doenca | Sexo | Idade | Etnia | MBL (hg/ml) | FCN2 (nhg/ml)
DC2271JB 2 0 68 0 ND 3184,03
DC228LSO 4 0 66 0 ND 2507,43
DC229MAG 1 0 54 0 ND 5469,05
DC230MRO 3 0 63 1 ND 3073,55
DC231VMS 3 1 56 0 ND

DC232NBR 1 0 67 0 ND 2257,33
DC233GAC 2 0 45 1 ND 2546,02
DC234MLS 2 1 62 1 ND 1963,18
DC236MAS 1 0 55 0 ND 2312,44
DC237NS 3 0 65 1 ND 2301,26
DC238MFS 3 0 61 3 ND 2882,25
DC239MAF 1 0 40 0 ND 2432,95
DC240SSF 1 0 62 1 ND 2029,92
DC241LTX 3 0 59 0 ND 2705,56
DC242AFP 1 0 59 0 ND 3235,42
DC243J0 2 1 63 1 ND 2083,62
DC244EMA 1 0 51 0 ND 3811,32
DC245A0S 4 0 69 0 ND 1079,78
DC246LOA 2 0 68 0 ND 3196,74
DC247MLS 2 0 42 3 ND 1561,45
DC248JPS 2 1 65 0 ND 3948,42
DC249MIP 1 0 45 0 ND 2524 47
DC250ICA 2 0 62 3 ND 2980,87
DC251CRS 4 0 56 0 ND 2866,65
DC252FMS 1 0 58 0 ND 3181,05
DC253AAF 2 0 51 3 ND 2258,49
DC254FMP 2 0 75 1 ND 2719,99
DC255BDV 2 1 47 0 ND 1602,49
DC256JCS 2 1 82 0 ND 10374,24
DC257MLM 1 0 60 0 ND 4320,29
DC258CPL 2 1 76 0 ND 1009,97
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APENDICE 2 — PLANILHA DE GENOTIPOS MBL2 E FCN2 DE PACIENTES

Cédigo Doenca | Gendtipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DC001JAM 4 HYPA/HYPD AG GG AG GG
DCO002ND 2 LYQA/LYQA AG GG AG GT
DCO03EFL 1 LXPA/HYPD AG GG AA GT
DCO004RS 4 LYQA/LYQA AG AG AA GG
DCO005JRF 1 HYPA/LYQA AG GG AG GG
DCO06MPA 4 ND AG GG AG GG
DCO07MFA 2 HYPA/HYPA AG AG AA GT
DCO008JMS 2 ND AG AG AA GG
DCO10AMN 2 HYPA/LYQA GG GG AA GT
DCO11MCF 1 HYPA/LYPA GG GG AA GG
DC012I0S 2 ND GG GG AA GG
DCO013JTS 1 ND AG AG AA GG
DCO014VMZ 2 LXPA/LYPA AA AG AG GG
DCO15ASL 1 LXPA/LXPA AG AG AA GG
DCO16MN 2 HYPA/HYPA AG GG AG GG
DCO018AS 1 HYPA/LYPB GG GG AA GG
DC019CCS 1 LXPA/HYPA AA AG AG GG
DC020MEL 1 LXPA/HYPA AA AG AA GG
DC021CSP 1 LYQA/LYQA AG AG AA GG
DCO022LFM 2 HYPD/LYQA GG GG AA GG
DC023VT 2 LXPA/HYPA AG GG AA GG
DCO024AAS 4 LXPA/HYPD GG GG AA GT
DC025JLO 2 LXPA/LYPB GG GG AA GG
DC026JCD 1 HYPA/LYPA GG GG AA GT
DCO27MDS | 2 LYPA/LYQA AG AG AA GG
DCO028ABA 2 HYPA/HYPA AG AG AA GT
DC029JPS 3 ND AG GG AA GG
DCO30MFP 2 HYPA/LYPB GG GG AG GG
DCO031RL 4 HYPA/LYQA AG GG AG GT
DCO032AR 2 LYPA/LYPB AG GG AG GT
DCO033AMP 2 LXPA/LYQA AG AG AA GT
DCO34IML 2 LXPA/HYPA GG GG AA GT
DCO035EQ 1 HYPD/LYQA AG GG GG GG
DCO036BR 1 HYPA/HYPA GG GG AA GT
DCO037NR 3 ND AG GG AG GT
DC038JM Sl HYPD/LYQA AG AG AA GT
DC039COM | 1 LYQA/LYPB AA GG AA GG
DCO40PNF 1 HYPA/LYQA GG GG AA GG
DCO41MT 3 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DCO42MHF 1 LXPA/LYPA AG AA AA GG
DC043JCM 2 LXPA/HYPA AA GG GG GG
DCO044FCM 2 ND AG GG AA GG
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Cédigo Doenca | Genétipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DC045MAS 2 HYPA/HYPA AG AG AA GG
DCO46AMO | 2 HYPA/LYPB AG GG AA GG
DCO048LRS 2 HYPA/LYPA AG GG AA GG
DCO49NRS 1 HYPA/LYQA AA AA AA GG
DCO50AFS 2 ND AG GG AA GG
DC0510S 2 HYPA/LYQA AG GG AG GT
DC052JAN 2 HYPA/LYPB AG AG AA GT
DCO053MAL 2 HYPA/LYQA GG GG AA GT
DCO054ALS 2 ND AG GG AG GG
DCOS5RMR | 4 HYPA/LYPB AG GG AG GG
DCO56EM 4 LYPA/LYQA GG GG AA GG
DCO57EC 1 LXPA/LYPB AG AG AA GG
DCO58MRM | 1 HYPA/HYPD GG GG AA GG
DCO59ECF 1 LXPA/LYPA AA AG AA GG
DCOBOWRC| 4 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DC061MRS 2 ND AG GG AG GG
DCO062IFM 2 LXPA/HYPA AG GG AG GT
DCO63MRC | 2 HYPD/LYPB AG AG AA GG
DCO0660H 1 HYPA/LYPB ND ND ND ND
DCO068JAB 2 ND ND ND ND ND
DC069MRK 1 HYPA/LYPA GG GG AA GG
DC070PCA 1 HYPA/LYPA AG AG AA GG
DCO71MGC | 1 LXPA/HYPA GG GG AA GT
DC072DCV 4 HYPA/LYPB AG GG AG GG
DC073NMR 1 HYPD/LYQA AG AG AA GG
DC074ISS 1 LXPA/LYQA AG AG AA GG
DC075JMP 2 LYQA/LYPB AG AG AA GT
DC076JSO 2 ND GG GG AG GG
DC077VST 1 LXPA/HYPA GG GG AA GG
DC078SPL 2 LXPA/HYPA AG AG AA GG
DC079VLC 2 LYPA/LYQA GG GG AA GG
DCO080AC 1 LYQA/LYPB AG GG AG GG
DC081MRP 2 LXPA/LXPA AG GG AG GG
DC0820S 2 LYQA/LYPB GG GG AA GG
DCO83VAP 2 ND AA GG GG GG
DCOS4MMP | 2 HYPA/LYPA GG GG AA GT
DCO085HKB 1 LXPA/LYPA AG GG AG GG
DC086MAA 3 LXPA/LYPB AG GG AG GG
DC087MSS 4 LXPA/LYQA AA GG GG GG
DC089AAB 2 LXPA/HYPA GG GG AA GG
DC090CLA 4 ND AG AG AA GG
DC092AJO 2 HYPA/LYPA GG GG AA GT
DC093GRA 2 LXPA/LXPA GG GG AA GG
DC094JPP 1 LXPA/HYPA AG AG AA GT
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Cédigo Doenca | Genétipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DCO95WVS | 4 ND AG AG AA GT
DC096MBS 2 ND GG GG AA GT
DC097MDB 3 HYPA/LYQA AG GG AG GT
DCO098NTO 1 ND AG GG AG GT
DC099VRC 1 HYPA/HYPD AG GG AG T
DC100MJS 3 LXPA/HYPA GG GG AA GG
DC101MLB 1 LYPB/LYQC AA GG AG GG
DC102JBS 4 HYPA/LYQA AG AG AA GG
DC103MVA 2 LXPA/LYPB GG GG AA GT
DC104JA 2 LXPA/LXPA AA GG GG GG
DC105J0 1 LYQA/LYQA GG GG AA GG
DC1060RN 4 LYPA/LYQA AG AG AA GG
DC107RAB 3 LXPA/HYPA AG GG AG GG
DC108CH 3 LXPA/LYQA AG AG AA GT
DC109JCC 1 HYPA/LYQA GG GG AA GG
DC110CMB 2 HYPA/LYPB AG AG AA GG
DC111MBF 3 LXPA/HYPA GG GG AA GT
DC112MFC 2 LXPA/LYPB GG GG AA GT
DC113FA 1 ND AA AG AG GT
DC114FAS 1 LXPA/LYPB GG GG AA GG
DC115IFS 3 LXPA/LXPA AG AG AA GG
DC116JRS 3 LXPA/LYQC AA AG AG GG
DC117LDP 2 LXPA/LYQA GG GG AA GG
DC118MRR| 4 ND AG AG AA GT
DC119JH 1 HYPA/LYQA AG AG AA GG
DC120JRA 2 HYPA/LYQA AA AG AG GG
DC121AJC 1 LXPA/HYPA AG GG AG GT
DC122CAO 3 LXPA/LYPA AG AG AA GG
DC123JA 4 LYPA/LYQA AA AA AA GG
DC124MIS 2 ND AG AG AA GG
DC125SPN 2 ND GG GG AA GG
DC126RSL 2 HYPA/LYQA GG GG AA GG
DC128MD 4 LXPA/HYPA AG AG AA GG
DC129PMS 1 LYQA/LYPB AG AG AA GT
DC130CLA 3 LXPA/LYPB AG AG AA GG
DC131AVB 2 ND GG GG AA GG
DC132ER 4 LXPA/HYPA AG GG AG GG
DC133MAD 3 ND AA AG AG GT
DC134CB 4 LYPB/LYPD GG GG AA T
DC136PSR 1 HYPA/HYPA AG GG AG GG
DC137CMB 1 ND AA GG GG GG
DC138MIR 2 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DC139JP 1 LYQA/LYPB AA GG GG GG
DC140ACD 1 ND GG GG AA GT
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Cédigo Doenca | Genétipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DC1411AS 1 LXPA/LYPB AG GG AG GT
DC142JPT 1 LYPA/LYPB AA GG AG GG
DC143MSR 1 LYPB/LYPB AG GG AG GG
DC144MFP 3 LYQA/LYPB AG AG AA GG
DC145AGS 2 HYPA/LYQA GG GG AA GT
DC146ANP 1 HYPA/HYPA AG GG AG GG
DC147MCS 1 HYPA/HYPA AG AG AA GT
DC148RGP 1 LXPA/LYQA GG GG AA GG
DC150SFM 1 ND AA AG AG GG
DC151ISF 4 HYPA/LYPB AG GG AG GG
DC152AAF 2 ND AG GG AG GG
DC153NOS 1 HYPA/LYPB GG GG AA GT
DC154CSN 1 LXPA/LYPA AG GG AG GG
DC155MAL 2 ND GG GG AA GG
DC156IVP 1 ND GG GG AA GG
DC157BFR 1 HYPA/LYQA AG AG AA GT
DC158DAC 2 LXPA/LYQA AG AG AA GG
DC159NMS 2 LXPA/HYPA GG GG AA GT
DC160JFS 2 HYPD/LYQA AG AG AA GG
DC161AFO 2 HYPA/HYPA AA AA AA GG
DC162ASA 1 LXPA/HYPA AG AG AA GT
DC163ERS 1 HYPA/LYPB GG GG AA T
DC16410 1 ND AG AG AA GG
DC165JPS 2 ND GG GG AA GG
DC166JAD 4 ND GG GG AA T
DC167CN 3 HYPD/LYQA AA GG GG GG
DC168JMD 2 ND AG AG AA GG
DC169JCS 1 HYPA/LYQA AA AA AA GT
DC170PRM 1 ND AG GG AG GT
DC171TGC 1 ND GG GG AA GT
DC172MSJ 4 LYQA/LYPB AG GG AG GT
DC173SCG 2 LYPA/LYQA AG GG AG GT
DC174MS 1 LXPA/HYPA AG GG AA GT
DC175MFF 1 LYQA/LYPB GG GG AA GG
DC176NC 4 LYPA/LYQA AG GG AG GT
DC177LDM 1 ND GG GG AA GG
DC178MM 1 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DC179LOS 4 ND AG AG AA GG
DC180RAS 4 HYPA/HYPA AA AG AG GG
DC181VPS 2 LXPA/HYPA AA GG GG GG
DC182ZFM 1 HYPA/LYPB AG AG AA GT
DC183ZPC 2 HYPA/LYPA AA AA AA GG
DC184AIM 2 ND AG AG AA GT
DC185DVS 2 ND AA AG GG GG




107

Cédigo Doenca | Genétipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DC186JAB 4 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DC187JBM 2 LXPA/HYPA AG AA AA T
DC1880MS 1 LYPA/LYQC AA AG AA GG
DC189CCP 1 ND AA AG AG GG
DC190MPS 2 LXPA/LXPA AG GG AG GG
DC191JAS 2 HYPA/HYPD AG AG AA GG
DC192HFT 2 LYQA/LYPB AG GG AG GT
DC193JTC 2 LXPA/LYPA GG GG AA GG
DC194NPS 2 LYQA/LYQA AA GG GG GG
DC196FBL 1 ND AG GG AG GG
DC197JAS 2 ND AG AG AA GG
DC198ELP 1 LYPA/LYQC GG GG AA GG
DC199LGF 2 LXPA/HYPA AG GG AG GG
DC200JLM 4 LYQA/LYPB GG GG AA GG
DC201JPM 1 HYPA/LYQA AG GG GG GT
DC2020B 1 LXPA/LYPB AG GG AG GG
DC203HGS 2 LYQA/LYPB AA GG AG GG
DC204JSR 1 LYPA/LYPB AG GG AG GT
DC205MHS 1 ND GG GG AA GG
DC206MJO 2 HYPA/LYQA AG GG AG GG
DC207IN 1 LYQA/LYQC GG GG AA GG
DC208IB 1 HYPA/LYPA AG GG AG GG
DC209JPA 4 HYPA/LYPA GG GG AA GG
DC210NBS 4 LXPA/LXPA AA AG AA GG
DC211VLS 1 LYQA/LYQC AG GG AG GG
DC212AMS 2 LYQA/LYQA AA GG GG GG
DC213MGC| 3 LYQA/LYQA AG GG AG GG
DC214MAP 1 LYQA/LYQA GG GG AA GG
DC215PMB |  SI LXPA/HYPA AA AG AG GG
DC2160SB 1 LYQA/LYPB AG AA AG GG
DC217ALP 1 HYPA/HYPA AG GG AG GG
DC218MSP 3 LXPA/HYPD GG GG AA GT
DC219AOF 2 LXPA/LYQA AG AG AA GG
DC220JAP 2 HYPA/HYPA GG GG AA GG
DC221EMS 2 LYQA/LYPB AG GG AG GG
DC222KI 2 LYPB/LYPB GG GG AA GT
DC223EFS 4 LXPA/LYPA AG GG AG GT
DC224IMP 2 ND AG GG AG GT
DC225MAJ sl HYPA/HYPA AG GG AA GG
DC226NVA 2 HYPA/HYPA AG GG AG GG
DC2271JB 2 LXPA/LYQA GG GG AA GT
DC228LSO 4 HYPA/HYPA AG GG AG GT
DC229MAG 1 HYPA/HYPA GG GG AG GG
DC230MRO| 3 HYPA/LYPB GG GG AA GG
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Cédigo Doenca | Genétipo MBL2 | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
DC231VMS 3 LYQA/LYQA GG GG AA GT
DC232NBR 1 LYQA/LYPB AA AG AG GG
DC233GAC 2 HYPA/LYQA GG GG AA GT
DC234MLS 2 LYQA/LYPB GG GG AG GG
DC236MAS 1 ND AG GG AG GG
DC237NS 3 HYPA/LYPA AG GG GG GG
DC238MFS 3 HYPA/LYPB GG AA AA GT
DC239MAF 1 ND AA AG AG GG
DC240SSF 1 LYPA/LYPA AG GG AG GG
DC241LTX 3 HYPA/HYPA AA GG GG GG
DC242AFP 1 LXPA/LYQA AG AG AA GG
DC243J0 2 HYPA/HYPD AG GG AG GG
DC244EMA 1 ND AA AG AG GG
DC245A0S 4 LXPA/LYQC GG GG AG GT
DC246LOA 2 LYPA/LYQA AG GG AG GG
DC247MLS 2 LYPA/LYQA AA AG AG GG
DC248JPS 2 LXPA/HYPA AA AG AA GG
DC249MIP 1 LXPA/HYPA AG AG AA GT
DC250ICA 2 LYQA/LYQA AA GG GG GG
DC251CRS 4 LXPA/LXPA AG GG AG GT
DC252FMS 1 LYQA/LYPB AA GG AG GG
DC253AAF 2 HYPA/LYPB GG GG AA GG
DC254FMP 2 ND AA AG AA GG
DC255BDV 2 ND AG AG AA GG
DC256JCS 2 LXPA/LYPA GG GG AA GG
DC257MLM 1 HYPA/LYQA AG AG AA GG
DC258CPL 2 LXPA/LYPA GG GG AA GT
DC259JAC 1 ND ND ND ND ND
DC26010 2 ND ND ND ND ND




APENDICE 3 — PLANILHA DE DADOS DOS CONTROLES PARA MBL2

Cadigo Idade Sexo Etnia Genotipo BL2 MBL (ng/ul)
20 78 0 0 LYPB/LYQA ND
26 61 0 0 HYPA/LYPB ND
28 63 0 0 HYPA/LYPB ND
37 55 0 0 LYPB/LYQC ND
40 51 0 0 LXPA/LYQA ND
41 64 0 0 LXPA/LYPA ND
42 68 0 0 LYPA/LYQA ND
44 60 0 0 HYPA/LYPB ND
54 52 0 0 HYPA/HYPA ND
55 51 0 0 HYPA/LYPB ND
59 59 0 0 LYPA/LYPA ND
60 52 0 0 HYPA/LYQA ND
65 59 0 0 HYPA/LYQA ND

241 32 1 0 LXPA/LYPA ND
243 29 1 0 HYPD/LYPA ND
245 38 1 0 HYPD/LXPA ND
249 43 1 0 HYPA/HYPA ND
251 34 1 1 HYPD/LYQA ND
255 30 1 1 LYPA/LYQA ND
257 29 1 1 LXPA/LYQA ND
259 27 1 0 HYPA/HYPD ND
261 40 1 0 HYPA/HYPA ND
261 40 1 0 HYPA/HYPA ND
263 34 1 0 HYPA/LXPA ND
265 28 1 1 HYPA/LYQA ND
267 28 1 0 LYPB/LYQA ND
269 27 1 0 HYPA/LYQA ND
273 32 1 0 LXPA/LYPB ND
279 42 0 0 LYPB/LYQC ND
281 36 0 0 HYPA/LYQA ND
281 36 0 0 HYPA/LYQA ND
283 41 1 0 LXPA/LYQA ND
285 38 0 0 LXPA/LXPA ND
286 34 0 0 HYPD/LYPA ND
287 63 1 0 LXPA/LYPA ND
290 38 1 0 HYPA/LXPA ND
291 45 0 0 LYPA/LYQC ND
292 29 1 0 LXPA/LYPA ND
293 25 0 0 LYPA/LYQA ND
294 52 0 0 LYPA/LYQA ND
295 37 0 1 LXPA/LXPA ND
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Cadigo Idade Sexo Etnia Genotipo MBL2 MBL (ng/ul)
296 27 0 0 HYPA/LYQA ND
297 29 1 0 HYPA/LXPA ND
298 22 0 0 HYPA/LYPA ND
299 22 0 0 LYQA/LYQA ND
300 37 1 1 HYPA/LYPA ND
301 23 1 1 HYPA/HYPD ND
302 44 1 0 LYPB/LYQA ND
303 33 1 0 HYPA/LYQC ND
304 46 1 0 HYPA/LYPB ND
305 31 1 0 LXPA/LXPA ND
306 27 1 0 HYPA/LYQA ND
307 39 1 0 LYPB/LYQA ND
308 47 0 0 LXPA/LYQC ND
309 28 1 1 LXPA/LYQC ND
310 27 1 0 LYPB/LYQA ND
311 27 0 0 HYPA/LYQA ND
312 43 0 0 LXPA/LYPB ND
313 23 0 0 LYPB/LYQA ND
314 33 1 0 HYPA/LXPA ND
315 35 1 0 LXPA/LXPA ND
316 38 0 0 LYPA/LYQA ND
317 38 1 1 LYPB/LYQA ND
318 29 0 0 LYPB/LYQA ND
319 52 0 0 LYQA/LYQA ND
319 52 0 0 LYQA/LYQA ND
320 29 1 0 HYPA/LXPA ND
321 30 1 1 LYPA/LYQA ND
322 36 0 0 HYPA/LYPA ND

003G 43 1 0 HYPA/HYPA ND
005G 41 0 0 HYPD/LYPB ND
007G 41 0 0 LXPA/LYQA ND
009G 43 1 0 HYPA/HYPA ND
011G 60 1 0 LYPB/LYQA ND
013G 43 0 0 LXPA/LYQA ND
014 MSS 62 0 0 HYPA/LYQA ND
016 MRT| 54 0 0 LXPA/LYQA ND
019 NAC 40 0 1 LYPA/LYQA ND
019G 35 1 0 LXPA/LYPA ND
021G 27 1 0 HYPA/HYPA ND
023 IMR 55 0 0 LXPA/LYPA ND
023G 26 1 0 HYPA/LYPB ND
025G 34 1 0 LXPA/LYPB ND
027G 43 0 0 LXPA/LYPA ND
029G 39 0 0 HYPA/HYPA ND
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Cadigo Idade Sexo Etnia Genotipo MBL2 MBL (ng/ul)
033G 31 1 1 HYPA/LYQA ND
035G 36 0 1 HYPA/LYPB ND
037G 32 0 0 HYPD/LYQA ND
043G 34 1 0 HYPA/LYQA ND
045G 58 1 0 HYPA/LYQA ND
047G 27 1 0 LXPA/LYQA ND
049G 29 0 0 HYPA/LYQA ND
055G 36 0 0 HYPA/LXPA ND
059G 40 1 0 LYPB/LYQA ND
061G 37 1 0 LYPA/LYPB ND
063G 35 1 0 HYPA/LYPA ND
067G 20 0 0 LXPA/LYQA ND
069G 31 1 1 HYPA/LYPB ND
071G 30 0 0 HYPA/LYPB ND
073G 23 0 0 HYPA/HYPD ND
075G 21 0 0 LXPA/LYPA ND
079G 41 0 0 LYPA/LYPA ND
081G 42 1 0 LYQA/LYQA ND
085G 44 1 0 LXPA/LYPB ND
087G 26 0 0 LXPA/LYPA ND
089G 38 1 0 HYPA/LYPB ND
091G 52 0 0 LXPA/LXPA ND
091G 52 0 0 LXPA/LXPA ND
095G 30 1 0 LXPA/LYPA ND
097G 27 1 0 HYPD/LYQA ND
101G 19 0 0 LYPA/LYPB ND
103G 33 1 0 HYPA/LYPB ND
107G 57 1 0 HYPD/LYPB ND
111G 41 0 0 LXPA/LYPB ND
113G 54 0 0 LXPA/LYPB ND
113G 54 0 0 LXPA/LYPB ND
113G 54 0 0 LXPA/LYPB ND
115G 46 0 0 LXPA/LYPB ND
115G 46 0 0 LXPA/LYPB ND
117G 47 1 0 HYPA/LXPA ND
121G 56 1 0 HYPA/LYQA ND
125G 27 1 0 HYPA/LYQA ND
127G 41 1 0 HYPA/HYPA ND
129G 36 1 0 HYPA/LYQA ND
131G 60 0 0 LYPB/LYPB ND
131G 60 0 0 LYPB/LYPB ND
137G 43 0 0 HYPA/LYPB ND
139G 53 1 0 HYPA/LYQA ND
145G 39 1 0 HYPA/HYPA ND
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Cadigo Idade Sexo Etnia Genotipo MBL2 MBL (ng/ul)
147G 32 1 0 HYPA/LXPA ND
149G 32 1 0 HYPA/HYPA ND
151G 39 1 0 LXPA/LYQA ND
153G 53 1 0 HYPA/LYQA ND
155G 32 1 0 LXPA/LYQA ND
017G 32 0 0 HYPA/HYPA ND
187G 51 1 0 HYPA/LYPA ND
189G 43 0 0 LYPB/LYPB ND
191G 25 0 0 HYPA/LYPB ND
195G 45 1 1 HYPA/HYPA ND
199G 38 0 0 HYPA/LYPB ND

233Gm 25 0 0 LXPA/LYQA ND
294/311 53 0 0 LYPA/LYQA ND
319C 52 0 0 LYQA/LYQA ND
319/311 53 0 0 LYQA/LYQA ND
D127 56 0 1 LXPA/LXPA ND
D129 35 0 1 LYQA/LYQA ND
D141 56 0 1 HYPA/HYPA ND
D157 61 1 0 HYPA/LYPB ND
D160 36 0 1 LXPA/LYPA ND
D170 62 1 0 HYPA/LXPA ND
D179 55 1 0 HYPA/LYPB ND
D185 56 1 0 LXPA/LYQA ND
D193 58 1 0 LYPB/LYPB ND
D201 63 1 0 LYQA/LYQA ND
D202 61 1 0 HYPA/LYQA ND
D213 63 1 0 HYPA/LYQA ND
D214 57 1 0 HYPA/LXPA ND
D249 55 1 0 LXPA/LYPB ND
D270 57 1 0 HYPA/LYQA ND
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APENDICE 4 — PLANILHA DE DADOS DOS CONTROLES PARA FCN2
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Cédigo | Sexo | Idade | Etnia | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
001 MIN 0 34 0 AG GG AG ND
002 PRL 0 23 0 AG AG AA ND
003 EAO 0 39 0 AA GG AG ND
005 AWB 0 30 0 AG GG AA ND
006 ARA 1 37 0 AA AG AG ND
008 GML 0 23 0 AG AG AA ND
009 GRT 1 22 0 GG GG AA ND
010 JLP 0 21 0 AG GG AG ND
011 KSP 0 20 0 GG GG AA ND
014 MSS 0 54 0 AA AA AA ND
015 MNL 0 25 0 AG AG AA ND
016 MRT 0 46 0 GG GG AA ND
017 RPO 1 24 0 GG GG AA ND
019 NAC 0 32 1 AG AG AA ND
020 SRV 0 28 1 GG GG AA ND
023 IMR 0 47 0 GG GG AA ND
024 RJJ 0 19 0 AG GG AA ND
025 PMM 0 22 0 AG GG AG ND
029 NMP 1 22 0 AG GG AG ND
031 NTT 0 23 0 AG GG AA ND
032 APC 0 21 0 AG GG AA ND
034 DDD 0 30 0 AG GG AG ND
036 WBO | 1 22 0 AG AG AA ND
037 VSG 0 45 0 AG AG AA ND
038 LMA 1 25 0 GG GG AA ND
039 MBC 1 24 1 GG GG AA ND
040 MEM 0 22 0 AG GG GG ND
041 CCM 1 21 0 AA AG AG ND
042 LSF 1 28 0 AA GG GG ND
043 MBX 0 50 0 AG GG AG ND
044 FCO 1 20 0 AA AA AA ND
046 NGM 0 19 0 AG GG AA ND
047 WPB 0 26 0 AG GG AG ND
048 MPO 0 48 1 AG GG AG ND
049 EGS 1 38 1 AG AG AA ND
051 LAS 1 55 1 AA GG AG ND
052 VLS 0 45 0 AG GG AG ND
053 JCL 1 35 0 AG GG AG ND
054 JVP 0 39 0 AG GG AG ND
057 CBF 1 54 0 AG GG AA ND
058 MBO 0 21 0 AG GG AA ND
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Codigo | Sexo | Idade | Etnia | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
060 LNN 1 23 0 GG GG AA ND
067 GTT 1 43 0 AA AA AA ND
073 MAM 1 37 0 AG AG AA ND
075 MAS 0 40 0 AG GG AG ND
076 MDS 0 33 0 AG AG AA ND
078 MMS 0 32 1 AA AA AA ND
080 MGA 0 26 0 AG GG AG ND
081 BCB 1 23 0 AA AA AA ND
082 CTS 0 20 0 AA GG AG ND
083 VPG 0 25 0 AA GG GG ND
084 GRR 1 61 0 AG AG AA ND
085 CFR 0 60 0 AG AG AA ND
086 APR 0 31 0 AG AG AA ND
087CG 0 22 0 AA AG AG ND
088IGS 0 25 0 AA AA AA ND
128 DVF 0 49 0 AA GG AG ND
132 MHH 0 69 0 AG AG AA ND
134 TKK 0 53 0 AG AG AA ND
135 TOO 0 64 0 AG GG AG ND
137 JFF 0 71 0 AG GG AA ND
BS001 1 45 0 AA AA AA ND
BS002 0 34 0 AG GG AG ND
BS003 0 36 1 AG GG AG ND
BS004 1 30 0 AG AG AA ND
BS005 0 22 0 GG GG AA ND
BS006 0 46 0 GG GG AA ND
BS007 1 34 0 AA GG GG ND
BS008 1 41 0 GG GG AA ND
BS009 0 41 0 GG GG AA ND
BS010 1 38 0 AA AG AG ND
BS011 1 55 0 GG GG AA ND
BS012 0 27 1 AG GG AA ND
BS013 1 45 0 AG GG AG ND
BS014 1 39 0 GG GG AA ND
BS015 0 35 1 GG GG AA ND
BS016 1 46 0 GG GG AA ND
BS017 0 19 0 GG GG AA ND
BS018 1 37 0 AA GG AG ND
BS019 0 31 0 AG GG AG ND
BS020 1 51 0 AG AG AA ND
BS021 0 20 0 AA AG AA ND
BS022 1 55 0 AG AG AA ND
BS025 0 54 0 GG GG AA ND
BS026 0 28 1 AG AG AA ND
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Codigo | Sexo | Idade | Etnia | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
BS027 1 55 0 GG GG AA ND
BS028 1 50 0 AG GG AG ND
BS029 0 52 1 GG GG AA ND
BS031 0 52 0 AG GG AG ND
BS034 1 38 0 AG AG AA ND
BS035 0 43 0 AG AG AA ND
BS036 1 46 2 GG GG AA ND
BS038 1 57 0 ND ND ND ND
BS041 1 36 1 AA GG GG ND
BS042 1 53 1 AA AG AG ND
BS046 0 53 0 AG AG AG ND
BS047 1 34 1 GG GG AA ND
BS048 1 35 0 AA AG AG ND
BS049 1 38 0 GG GG AA ND
BS052 0 46 0 GG GG AA ND
BS053 1 49 0 AG GG GG ND
BS054 1 53 1 ND ND ND ND
BS057 1 51 0 AG GG ND ND
BS059 1 32 3 GG GG AG ND
BS060 0 51 0 AG GG AG ND
BS061 0 46 0 AG GG AG ND
BS062 1 40 0 AG AG AA ND
BS063 1 49 0 AG AG AA ND
BS064 1 53 0 AA AG AG ND
BS065 0 51 0 ND ND ND ND
BS066 0 43 3 AG GG AG ND
BS067 1 48 0 AA GG GG ND
BS068 0 37 0 AG AG AA ND
BS069 1 42 1 AG GG AG ND
BS070 1 37 1 GG GG AA ND
BS072 1 44 1 GG GG AA ND
BS075 0 45 3 GG GG AA ND
BS076 1 57 0 GG GG AA ND
BS078 0 61 0 AG GG GG ND
BS079 1 38 1 GG GG AA ND
BS080 0 46 3 AG GG AG ND
BS081 1 43 3 AG AG AA ND
BS082 0 46 0 AA GG GG ND
BS083 0 42 0 GG GG AA ND
BS084 0 33 0 AG AG AA ND
BS085 1 52 0 GG GG AA ND
BS086 1 37 0 GG GG AA ND
BS088 0 36 1 AG AG AA ND
BS090 1 43 0 AG GG AG ND
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Codigo | Sexo | Idade | Etnia | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
BS091 0 56 0 ND ND ND ND
BS092 1 61 0 GG GG AA ND
BS094 1 37 0 GG GG AA ND
BS095 S| sl sl ND ND ND ND
BS096 0 49 0 GG GG AA ND
BS097 1 41 1 AG GG AG ND
BS098 1 29 0 AG GG AA ND
BS099 1 50 0 AG GG GG ND
BS100 1 37 0 AG GG AG ND
BS102 1 47 0 GG GG AA ND
BS104 0 56 0 AA AG AG ND
BS105 0 38 0 AA GG GG ND
BS106 1 35 0 AA GG GG ND
BS111 1 40 0 AG GG AG ND
BS113 1 54 0 AG GG AG ND
BS114 1 55 0 GG GG AA ND
BS116 1 36 0 AG GG AG ND
BS119 1 37 1 AG AG AA ND
BS120 1 45 0 GG GG AA ND
BS121 0 52 1 AA AG AG ND
BS122 1 46 0 AA AG AG ND
BS124 0 35 0 AA AG AG ND
BS125 1 54 0 AA AG AG ND
BS126 1 40 0 AA GG AA ND
BS127 1 42 0 AG AG AA ND
BS129 0 39 0 AG GG AA ND
BS130 1 35 0 AG GG AG ND
BS133 1 33 0 GG GG AG ND
BS134 0 52 0 GG GG AA ND
BS135 1 42 0 AA AG AG ND
BS136 1 43 1 AA GG AG ND
BS140 0 33 1 AA GG GG ND
BS141 1 50 0 AG AG AA ND
BS142 0 47 0 AG GG AG ND
BS145 0 32 0 AG GG AG ND
BS147 0 35 0 AA AG AG ND
BS151 0 39 0 GG GG AA ND
BS156 1 30 0 AG GG AA ND
BS157 1 34 0 AG AG AA ND
BS175 0 48 0 ND ND ND ND
BS177 0 55 0 ND ND ND ND
BS182 0 57 0 ND ND ND ND
BS210 0 50 0 ND ND ND ND
BS212 0 52 0 ND ND ND ND
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Codigo | Sexo | Idade | Etnia | FCN2 (-986) | FCN2 (-602) | FCN2 (-4) | FCN2 (+6424)
BS221 0 49 1 ND ND ND ND
BS226 1 57 0 ND ND ND ND
BS244 1 56 0 ND ND ND ND
D023 0 59 0 ND ND ND ND
D061 0 64 0 AG GG AA ND
D062 0 35 0 AG GG AA GG
D062 0 35 0 AG GG AA GG
D066 1 38 0 AG AG AA GT
D067 1 24 0 AG GG AA GG
D078 1 21 0 AG GG AG GG
D079 0 50 0 AA GG GG GG
D081 1 26 0 AG GG AG GG
D082 1 18 0 AA GG AG GG
D123 1 28 0 AG AG AA GG
D126 1 29 0 AA AA AA GG
D127 0 56 1 AG GG AG GG
D130 1 35 0 AG AG AG ND
D131 1 24 0 AG AG AG ND
D135 1 40 0 GG GG AG ND
D142 1 28 0 AA AG AG ND
D143 1 33 0 AA GG GG ND
D144 1 28 0 GG GG AA GG
D145 1 45 0 AG GG AG ND
D146 1 35 0 AA GG GG ND
D147 1 47 0 GG GG AA ND
D148 1 26 1 AA AA AA ND
D150 1 32 1 AG AG AA ND
D152 1 44 0 GG GG AA ND
D153 1 33 1 AG AG AA ND
D157 1 61 0 AA AG AG ND
D162 1 21 0 AG GG AG ND
D163 1 40 0 AG AG AA GG
D171 1 41 0 AG AG AA ND
D172 1 40 0 GG GG AA ND
D173 1 49 0 AG GG AG ND
D176 1 44 0 AG AG AA ND
D179 1 55 0 GG GG AA ND
D180 1 sl 0 GG GG AA GG
D185 1 56 0 GG GG AA ND
D187 1 39 0 GG GG AA ND
D189 1 42 0 AG GG AA ND
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ANEXO 1- APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PRESQUISAS EM SERES

HUMANOS (CEP/HC-UFPR)

@& HOSPITAL DE CLINICAS
B0 ¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA

llmo (a) Sr. (a)

| lara José de Messias Reason
| Paola Rosa Luz

Nesta

Prezado Pesquisador:

CAAE: 0133.0.208.000-07

REGISTRO CEP/HC: 1457.122/2007-06

Atenciosamente,

Rerm%:;;ilho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR

CEP/EIC/UEPR
L]
10 Ancs

Curitiba, 02 de agosto de 2007.

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “MARCADORES DA
RESPOSTA IMUNE INATA NA DOENCA DE CHAGAS” foi analisado e aprovado com pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido realizada no dia 31
de julho de 2007. O referido projeto atende aos aspectos das Resolugdes 196/96
CNS, e demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

Conforme a Resolugao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacées
relativas as modificacdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 02 de abril de 2008.
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ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Por vocé ser portador da Doenga de Chagas estd sendo convidade a participar de um

estudo “intitulado “Investigagdo de Marcadores da Resposta Imune Inata na Doenga de

Chagas”. E através das pesquisas clinicas que ocorrem os avangos na medicina, e sua
- participacdo & de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa & investigar os niveis individuais de produgdo de uma proteina,
chamada MBL, gue participa do sistema de defesa do corpo contra infecgbes e sua relagao
com a evolugfio da Doenga de Chagas.

" ¢) Caso vocé participe da pesquisa, sera utilizada apenas uma parie do sangue que vocé ira
coletar para realizar a quantificagdo de MBL.

d) Os riscos que envolvem sua participacio no estudo estéo relacionados apenas com a coleta
de sangue. Como em qualquer exame, vocé poderd experimentar alguns desconforios
relacionados & coleta, os quais podem ser: dor no local da pung&o ou hematoma.

e) Contudo, participando deste estudo, vocé estara contribvindo para o melhor conhecimento
do sistema de defesa do corpo contra & Doenga de Chagas, o que pode auxiliar tanto na
prevengio, quanto no tratamento da doencga, melhorando a qualidade de vida dos pacientes
chagasicos.

f) A bitloga Paola Rosa Luz CRBio-PR 41479-07D, (sob a orientagéo da Dra. lara Messias),
telefone 41 3019-8093 ou 41 B416-7764, responsavel por este estudo, estard sempre a sua
disposicdo para quaisquer dividas ou esclarecimentos. :

g) Esta garantido o direito a todas as informagbes 'que vocé deseja, antes, durante e apos o
estudo. -

h) A sua participagdo neste estudo & voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar-se a participar
do estudo e a retirar seu consentimento a gualquer momento, mesmo ja tendo aceitado
participar. Sua desisténcia ndo implicara na interrupgéo do atendimento, que esta assegurado.

i) As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que
executam a pesquisa e pelas autoridades legais. No entanto, se qualquer informagéo for
divulgada em relatério ou publicagso, isto serd feito sob forma codificada, para que a
confidencialidade seja mantida.

j) Todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa (exames) ndo so da
responsabilidade do paciente.

I) Sua participagao no estudo & voluntaria, de forma que vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro.

m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo
do estudo do qual fui convidado a participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo no estudo a
qualquer momento sem justificar minha decis@o e sem que esta deciséo afete meu tratamento
com o meu médico. Eu entendi que qualquer problema relacionado ao tratamento sera tratado
sem custos para mim. :

' Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente

Pesquisadora: Paola Rosa Luz Curitiba, [/ /



