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Resumo

Associacdo entre os Sistemas Histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis e
as Formas Clinicas da Doenca de Chagas

Introducao: A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, o qual é transmitido ao homem, comumente, pelas fezes de um hemiptero
conhecido popularmente como barbeiro. A infeccdo natural ocorre
principalmente na infancia e apds um periodo aproximado de duas décadas,
parte dos individuos infectados desenvolvem manifestagbes clinicas como a
Cardiopatia Chagasica Cronica e a doenca do trato gastrointestinal
(Megaesbtfago e/ou Megacolon). A expresséo dos antigenos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis, controlada pelos genes ABO (9q34.1), FUT2
(19913.3) e FUT3 (19p13.3), difere entre os 6rgaos acometidos por esta doenca
e pode influenciar suas manifestacdes clinicas. Objetivo: Avaliar se os
antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis estao
associados as diferentes formas clinicas da Doenca de Chagas. Materiais e
Métodos: Apds a entrevista e obtencdo do termo de consentimento livre e
esclarecido, amostras de sangue periférico e soro de 827 individuos foram
analisadas. Os pacientes com a forma cronica da Doenca de Chagas foram
divididos em trés subgrupos de acordo com a forma clinica, (megaco6lon=66,
megaes6fago=119 e cardiomiopatia=154). O grupo controle constitui-se de 488
doadores de sangue devidamente aptos a doacdo. As fenotipagens ABO e Lewis

foram realizadas por métodos de hemaglutinacdo em tubos e colunas de gel,
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respectivamente. A pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-T. cruzi foi
realizada pelo teste de ELISA. Os gendtipos FUT2 e FUT3 foram identificados
por PCR-RFLP. Resultados: A média de idade dos pacientes chagasicos foi de
64,8+11,2 e dos doadores de sangue 34,3+11,0 (p<0.0001). As diferencas entre
as porcentagens do sexo dos pacientes e doadores foram estatisticamente
significantes (p< 0.0001). As frequéncias dos feno6tipos ABO, Secretor e Lewis
distribuidos nas trés formas da doenca comparados entre si e com os doadores,
nao revelaram diferencas estatisticamente significantes. A comparacéo entre os
fenotipos ABO e Secretor combinados, de acordo com as trés formas da Doencga
de Chagas, mostrou diferencas estatisticamente significantes para a forma
megaes6fago (p=0,015). A comparacdo entre as frequéncias dos perfis
antigénicos de pacientes e doadores, revelaram diferenca estatisticamente
significante para o perfil de antigenos BLe’ (p=0,032). Conclusdes: Os
resultados sugerem que a expressdao do antigeno carboidrato B, o qual
caracteriza os grupos sanguineos B e AB, cuja sintese esta sob o controle dos
genes funcionais FUT2 (Secretor), atua como um fator de risco para a forma

megaesb6fago da Doenca de Chagas.

Palavras-chave: Sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis, Doenca de

Chagas, Trypanosoma cruzi.



XVi

Abstract

Association between Histo-blood systems ABO, Secretor and Lewis and
Clinical Forms of Chagas Disease

Introduction: Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
which is transmitted to humans commonly in the feces of a hemipterous
popularly known as barber. The natural infection occurs mainly in childhood.
After a period of approximately two decades infected individuals develop clinical
manifestations such as Chagas heart disease and Chagas gastrointestinal
disease (Megaesophagus and/or Megacolon). The expression of the antigens
belonging to histo-blood systems ABO, Secretor and Lewis, controlled by the
genes ABO (9g34.1), FUT2 (19913.3) and FUT3 (19p13.3) differs between the
organs affected by Chagas disease. It is possible that the differential tissue
expression of ABO, Secretor and Lewis histo-blood groups influences the
clinical manifestations of Chagas disease. Aim: The aim if this study was to
verify if the antigens of the histo-blood systems ABO, Secretor and Lewis are
associated with different clinical forms of Chagas disease. Materials and
methods: After obtaining the informed consent peripheral blood and serum
samples from 827 individuals were collected. Patients were divided into three
subgroups according to their clinical state (megacdélon [n=66], megaesophagus
[n=119] and cardiomyopathy [n=154]). The control group consisted of 488 blood
donors properly fit for the donation. The Lewis and ABO phenotyping were

performed by hemagglutination test tube and gel columns agglutination,
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respectively. The IgG anti-T. cruzi antibodies were identified by ELISA. FUT2
and FUT3 genotyping were carried out by PCR-RFLP. Results: The mean age
of patients with Chagas disease was 64.8+11.2 and blood donors 34.3+11.0
(p<0.0001). The differences between the percentages of the sex of the patients
and donors were statistically significant (p <0.0001). The frequencies of ABO,
Secretor and Lewis distributed in the three forms of the disease compared with
each other and with donors, did not give differences statistically significant. The
comparison between the ABO and Secretor combined, according to the three
forms of Chagas disease, showed statistically significant differences for
megaesophagus form (p=0.015). The frequencies of ABO, Secretor and Lewis
antigen profiles between patients and donors showed differences statistically
significant in favor of BLe® antigen (p=0.032). Conclusion: The results suggest
that the high expression of antigen B, which characterizes the B and AB blood
groups under the control of functional FUT2 (Secretor) gene acts as a risk factor

for megaesophagus form of the Chagas disease.

Keywords: Histo-blood systems ABO, Secretor and Lewis, Chagas disease,

Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencga de Chagas

Descoberta pelo médico e pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro Chagas
e considerada uma das principais doencas tropicais negligenciadas, a Doenca
de Chagas ou Tripanossomiase Americana, é causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi.? Em éareas endémicas da América Latina, a
prevaléncia é de, aproximadamente, 1,4%, levando a Obito cerca de 14.000
pessoas a cada ano.®) A estimativa de individuos infectados é em torno de 12
a 14 milhdes, com 75 a 90 milhdes em risco de adquirir a doenca.®

Encontrada em mumias no norte do Chile e sul do Peru datando cerca
de 9.000 anos, a presenca do T. cruzi persiste por milhares de anos na
natureza.®® Com o inicio da domesticacdo de animais, desmatamento de
florestas, atividades agricolas e construcéo de vias de comunicagao, o parasito
foi gradualmente introduzido ao ciclo doméstico, tornando-se assim uma
zoonose.®

A doenca de Chagas esta relacionada, principalmente, as areas rurais e
pobres da América Central e Sul, onde ocorre a transmisséo natural pelo inseto
triatomineo,” sendo vinte e dois paises considerados endémicos.®
Anteriormente, a existéncia da doenca estava confinada apenas as areas
endémicas, mas nhas ultimas décadas, em consequéncia ao intenso fluxo
migratorio de individuos latino-americanos para paises como os Estados

Unidos, Austrélia, Japao, Itélia, Suica, Espanha, Reino Unido e Alemanha, a



internacionalizacdo da doenca de Chagas se transformou em um problema de

satde global.®

1.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae."? E capaz de infectar varios tipos
de células, tais como macrofagos, fibroblastos, células do miocardio, gliais e
reticuloendoteliais™” e destaca-se por possuir uma organela bastante singular,
o cinetoplasto, que é constituido de abundante DNA de tipo especial, 0 kKDNA.
Possui também um unico nucleo e um flagelo que se origina do corpusculo
basal, juntamente ao cinetoplasto. Pode apresentar variacdes estruturais,
fisioldgicas, ecoldgicas, patogénicas e de infectividade.***?

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, envolvendo diferentes estagios
de desenvolvimento nos hospedeiros vertebrado e invertebrado.
Tripomastigotas sanguineos e amastigotas intracelulares sdo encontrados no
hospedeiro vertebrado, & medida que, tripomastigotas metaciclicos infectantes

e epimastigotas sdo encontrados no vetor.™ A figura 1, ilustra o ciclo de vida

deste protozoario.



Inseto triatomineo
Epimastigotas intestinais

Tripomastigotas
metaciclicos infectantes
nas fezes do inseto

vetor
S‘:ﬁgﬁ;fo % /_ Local da picada
Pele ou l
mucosa Célua ® Tripomastigota %
sanguinea
: Correpte Invaséo celulir ! |, Amastigota
Q)\  sanguinea (O @< intracelular

o il
C\(J Q\i\g)c?/ Célula

Ninhos de \
®

N |
9 Lise celular

: Colonizacéo dos tecidos
amastigotas

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi em seus diferentes estagios de
desenvolvimento no hospedeiro invertebrado (triatomineo) e no hospedeiro

vertebrado (mamiferos). Adaptado de Macedo et al.™

Os primeiros estudos bioquimicos analisando as diferentes cepas do T.
cruzi permitiram classifica-las em trés tipos de zimodemas, sendo dois tipos (Z1
e Z3) associados com o ciclo de transmissdo selvagem e Z2 com o ciclo de
transmissdo doméstica.™ O ciclo silvestre resulta da interacéo dos vetores e
reservatorios silvestres com o parasito em distintos ecétopos naturais. O ciclo
doméstico sucede da relagdo humana com o vetor, envolvendo a colonizacdo

de ecotopos modificados pela agéo humana.®® Devido a isto, ao decorrer dos



anos, muitas espécies que eram vetores secundarios, tais como Triatoma
sordida e Rhodnius neglectus, passaram a ter um importante papel na
disperséo do parasito.™”

Mais de cem espécies de mamiferos sdo consideradas reservatorios
naturais do T. cruzi. A transmissdo ocorre por insetos hemat6fagos da ordem
Hemiptera, pertencente a familia Reduviidae e subfamilia Triatominae.® Esta
subfamilia, atualmente, é composta por mais de 145 espécies, sendo que
Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Rhodnius prolixus
e Panstrongylus megistus sao as principais espécies vetores na transmissao ao
homem.®41"

A forma classica e natural de transmissédo do T. cruzi em humanos e
outros mamiferos, ocorre pelas fezes contaminadas depositadas no local da
lesdo da pele, durante o repasto sanguineo do triatomineo.® A infeccao
também pode ser transmitida por meio de transfusdo sanguinea, considerada a
segunda via de importancia epidemiolégica™ e congénita ou vertical, que
atualmente afeta entre 1 a 10% dos bebés nascidos vivos de méaes
chagésicas.®”

Existem ainda outros mecanismos de transmissfes menos incidentes,
tais como transplantes de Orgaos, acidentes laboratoriais e pela via oral, por
meio da ingestdo de alimentos ou liquidos contendo as fezes contaminadas do
inseto.®>?? Estudos recentes demonstraram que surtos de contaminacéo oral
no Brasil e Venezuela vém ocorrendo pela ingestdo de acai e caldo de cana-

de-a(;l]car.(23) Esta via de transmissdo assume um importante papel, em



relacdo com a interrupgdo vetorial obtida em alguns paises da América do Sul

como Brasil e o Chile.?¥

1.3 Manifestacgdes clinicas

De acordo com suas manifestacdes clinicas, a doenca de Chagas pode
ser dividida em trés fases distintas: aguda, crbnica indeterminada e
determinada.®

A fase aguda € caracterizada por intensa parasitemia na corrente
sanguinea e excessiva ativacdo do sistema imune,?®*?” podendo ser
sintomatica ou assintomatica. Quando sintomatica, as manifestacbes surgem
apos a infeccdo pelo parasito, apresentando mal-estar, febre, linfadenopatia,
esplenomegalia leve e o0 envolvimento cardiaco que estad relacionado,
principalmente, a primeira infancia. O edema unilateral bi-palpebral ou sinal de
Romafa e o chagoma de inoculacédo, ocorre conforme a entrada do parasito no
organismo hospedeiro.®® No entanto, a maioria dos individuos infectados nao
apresentam sintomas nesta fase, devido a auséncia e escassez das
manifestacdes clinicas.®

Apés 4-10 semanas, inicia-se a fase cronica indeterminada
caracterizada pela positividade sorolégica para a doenca de Chagas, auséncia
de manifestacbes clinicas e estudos radiolégicos ou eletrocardiograficos

aparentemente normais.*® Cerca de 60-70% dos individuos infectados

permanecem nesta fase ao longo da vida,"” sendo de particular interesse



meédico-social e trabalhista, devido ao fato de individuos chagéasicos
assintoméaticos e, em plena faixa etaria produtiva da vida, serem excluidos do
mercado de trabalho. %3V

A fase crbnica determinada da doenca de Chagas esta presente em
torno de 30-40% dos individuos infectados. Ela ocorre normalmente cerca de
10-30 anos apds a infeccdo e estd associada a alteracdes digestivas
(megacélon e megaes6fago), cardiacas (cardiopatia chagasica cronica) e
cardiodigestivas.™”

As manifestacbes clinicas da Cardiopatia Chagéasica Crbnica sé&o
arritmias,®® insuficiéncia cardiaca cronica,®® morte stbita cardiaca®’ e
fendmenos tromboembodlicos.®® Do ponto de vista eletrocardiografico, o
bloqueio de ramo direito é a alteracdo mais comum. 3"

A forma digestiva tem como principais caracteristicas a dilatacéao
intestinal e hipertrofia muscular com formacdo de megavisceras, sendo o
megacolon e o megaesbdfago as mais observadas. O megacélon se manifesta
comumente como constipacdo intestinal e o megaesdfago como disfagia
digestiva. 4

A forma clinica nervosa da doenca é observada com menos frequéncia e
se caracteriza por alteracbes no sistema nervoso, como de coordenacdo,
motricidade e psiquismo.®®

A reativacdo da doenca em individuos chagasicos pode ocorrer em
gualquer época da vida e se manifesta como uma condicao febril,

acompanhado de miocardites e meningoencefalites, e esta principalmente



relacionada a estado de imunodeficiéncia que pode ser ocasionado por

transplantes de 6érgéos, malignidades hematolégicas e corticoterapia.®®
Atualmente, vem sendo observada a reativacado da doenca em pacientes

portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) que desenvolvem a

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).“**?

1.4Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial, durante a fase aguda da doenca de Chagas,
€ baseado na deteccdo do T. cruzi por meio de metodos parasitologicos
diretos. As técnicas parasitolégicas mais empregadas no diagnostico nesta
fase da doenca sdo o exame de sangue a fresco, a gota espessa, 0 esfregaco
sanguineo e o teste de Strout ou QBC (Quantitative Buffy Coat).“34

A forma cronica da doenca de Chagas é caracterizada pela baixa
parasitemia no sangue periférico e pelo aparecimento dos anticorpos da classe
1gG.“**" Devido a isto, o diagnéstico laboratorial deve ser realizado,
preferencialmente, por métodos imunoldgicos, os quais detectam anticorpos
anti-T. cruzi da classe IgG que se ligam especificamente aos antigenos do
parasito.*? As técnicas de hemaglutinacdo indireta (HAI), imunofluorescéncia
indireta (IFI) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme linked
immunosorbent assay), constituem os testes convencionais no diagndstico da

doenca de Chagas na fase cronica. 349



O diagnéstico molecular vem sendo padronizado, atualmente, por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este teste se d& pela amplificacéo
de sequéncias dos nucleotideos especificos do DNA do T. cruzi“®? e tem
apresentado resultados promissores, permitindo-o que seja utilizado como
teste confirmatério em casos inconclusivos do diagnostico sorologico da

doenca.®?

1.5Aspectos imunologicos

A evolucéo clinica da doenca de Chagas é decorrente de uma complexa
interacdo parasito-hospedeiro, que pode ser sustentada por meio de duas
principais hipéteses. Uma postula que a principal causa da doenca seja a
persisténcia parasitaria no organismo hospedeiro e a outra defende a resposta
autoimune severa como responsavel pelo dano tecidual encontrado nos érgaos
afetados dos individuos chagasicos.®?

O envolvimento da imunidade mediada por células é de suma
importancia em todas as formas clinicas da doenca.®® As manifestaces que
ocorrem nas formas cardiacas e digestivas estdo associadas a reacao
inflamatdria nos 6rgdos acometidos.®® Acredita-se que elevados niveis de
TNF-a e IFN-y podem ocasionar a evolucdo da doenca e a gravidade da

cardiopatia.®®*” A forma indeterminada da doenca de Chagas pode ser

caracterizada por uma condi¢do de equilibrio entre o parasito e o hospedeiro,



onde a resposta imune € de carater particularmente anti-inflamatério nos
individuos que desenvolvem esta forma.®®

Até 0 momento, ndo estd esclarecido se a destruicdo das células do
hospedeiro pela autoimunidade é iniciada por antigenos do parasito, do
organismo hospedeiro ou de ambas as partes. O T. cruzi é capaz de produzir
moléculas que mimetizam as das células hospedeiras, inibindo assim, o
reconhecimento do sistema imunolégico e fortalecendo a teoria da
autoimunidade.®?

Ha um consenso de que, o sistema imune do hospedeiro desempenha
um papel determinante no desenvolvimento da doenca, independentemente
dos antigenos que desencadeiam a resposta imune e embora as teorias que
buscam esclarecer os mecanismos da infec¢cdo chagasica sejam controversas,
ambas precisam ser consideradas quando se propde compreender o

estabelecimento e acometimento da doenca.®®

1.6Sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis e a Doenca de

Chagas

Os glicoconjugados ABH-Lewis sdo constituidos de oligossacarideos
ligados a proteinas e lipideos expressos abundantemente em diferentes tecidos
humanos. A expressao dos antigenos destes sistemas depende das interacfes
epistaticas que ocorrem sob a acdo das enzimas glicosiltransferases FUTI,
FUTII, FUTIIl, GTA e GTB codificadas pelos genes FUT1, FUT2, FUT3 e ABO

respectivamente, e resulta na insercdo de monossacarideos a oligossacarideos
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precursores (GalB1—3/4NAcGlup1—3-R).®® Deste modo, as enzimas
codificadas por estes genes diversificam a estrutura original dos
oligossacaridios precursores, gerando perfis teciduais de antigenos
carboidratos, os quais variam de acordo com os alelos funcionais dos genes

herdados.®

Quadro 1. Genes, Alelos, Enzimas, Oligossacarideos e Antigenos dos

sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis.

Genes Alelos* Enzimas OPs Antigenos
H (FUT1) H FUTI Tipo 2 H Tipo 2
h Inativa - -
SE (FUT2) Se FUTII Tipo 1 H Tipo 1
se Inativa - -
LE (FUT3) Le FUTIII Tipo 1 Le* Le"ALe"; BLe"
le Inativa - -
ABO A GTA H Tipo 2 A
B GTB H Tipo 2 B
(0] Inativa H Tipo 2 H
*Alelos representados na genética classica; OP: Oligossacarideo precursor; FUTIl: o-2-L-
fucosiltransferase; FUTII: a-2-L-fucosiltransferase; FUTIII: a-3/4-L-fucosiltransferase; GTA: a-1,3-N-
acetil-galactosaminiltransferase; GTB: a-1,3-N-galactosiltransferase.

Os individuos que herdam os alelos funcionais do gene FUTL, localizado
no braco longo do cromossomo 19 (19g13.3), expressam a enzima a-2-L-
fucosiltransferase (FUTI) que atua sobre o oligossacarideo precursor tipo 2
para converté-lo em antigeno eritrocitario H tipo 2.¢? A biossintese prossegue
pela adicdo de uma molécula de a-N-Acetilgalactosamina para formar o

antigeno A tipo 2, ou pela adicdo de uma molécula de D-Galactose para formar
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o antigeno B tipo 2. Estas etapas ocorrem sob acdo das glicosiltransferases a-
1,3-N-Acetil-galactosaminiltransferase (GTA) ou a-1,3-N-Galactosiltransferase
(GTB) que sao codificadas pelos alelos A e B, respectivamente, do gene ABO
(9934.1).39

O gene FUT2 (19913.3) codifica a enzima a-2-L-fucosiltransferase
(FUTII) que adiciona uma molécula de fucose a galactose terminal do
oligossacarideo precursor tipo 1, produzindo o antigeno H tipo 1. Da mesma
forma que ocorre com o antigeno H tipo 2, o H tipo 1 € convertido nos
antigenos A ou B, sob controle dos alelos funcionais do gene ABO.®*%)

As interacdes epistaticas entre os genes FUT1 e ABO irdo determinar os
fendtipos eritrocitarios ABO, enquanto que as interacdes do gene FUT2 com o
ABO, o estado secretor dos antigenos ABH nos fluidos corporais.®©>®"

A perda funcional dos alelos do gene FUT1 leva ao fenétipo Bombain,
onde ha a auséncia de antigenos ABH nos eritrocitos, enquanto que a perda
funcional do gene FUT2 leva a expressdo do fendtipo néo secretor,
caracterizado pela auséncia dos antigenos ABH na saliva e em varios tipos de
células epiteliais.©%9

A expressdo dos antigenos do sistema Lewis depende da interagéo
epistatica que ocorre entre as enzimas produzidas pelos genes FUT2 e FUTS3.
O gene FUT3 (19p13.3) codifica a enzima a-3/4-L-fucosiltransferase (FUTIII)
gue fucosila o oligossacarideo precursor tipo 1, produzindo assim o antigeno
Le®. Quando esta mesma enzima utiliza como substrato o antigeno H tipo 1,
produzido a partir da enzima FUTII, ha a formag&o do antigeno LeP . A enzima

FUTIII pode ainda converter os antigenos A e B tipo 1 em ALe® e BLe.*% %D A
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biossintese dos antigenos ABH, Secretor e Lewis estdo demonstradas na

figura 2.
Oligossacarideo Precursor Oligossacarideo Precursor Le®
Tipo 2 Tipo 1
FUTI FUTI FUTII
! Leb
Antigeno  H Tipo 2 Antigeno H Tipo 1
GTA GTB G/ \TB
Atipo 2 Btipo2 Atipo1 Btipo 1

<«<——— FUTIlI ——>
Aleb BLeb®

Figura 2. Representacdo esquematica da biossintese dos antigenos ABH,
Secretor e Lewis. FUTI:  a-2-L-fucosiltransferase; FUTII: a-2-L-
fucosiltransferase; FUTIIl: a-3/4-L-fucosiltransferase; GTA: a-1,3-N-acetil-

galactosaminiltransferase; GTB: a-1,3-N-galactosiltransferase.

Os individuos que expressam apenas a enzima FUTIIl sintetizam o
antigeno Le® no trato gastrintestinal e sdo classificados como secretores
negativos e fendtipo eritrocitario Le(a+b-). Aqueles que expressam ambas
fucosiltransferases (FUTII e FUTIII) sintetizam os antigenos Le? e Le® no trato
gastrintestinal, sendo classificados como secretores positivos, apresentando o

fendtipo eritrocitario Le(a-b+). Por conseguinte, os individuos que ndo possuem
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a FUTIII funcional expressam o fenétipo eritrocitario Le(a-b-), os quais poderao
ser secretores positivos ou negativos, na dependéncia da presenca ou
auséncia da FUTII, respectivamente.®

A enzima FUTII € mais ativa sob o oligossacarideo precursor do tipo 1
em relacdo a FUTIII. Desta maneira, nos individuos que possuem a expressao
simultanea das duas fucosiltransferases, ha maior producédo do antigeno H tipo
1 que, posteriormente, € fucosilado pela FUTIII, convertendo-o em antigeno
Le®. Isto significa que, apesar de ocorrer a sintese de ambos os antigenos, a
producdo do antigeno Le® é maior do que o Le? devido a enzima FUTII ser
mais competitiva, levando ao fenétipo eritrocitario Le(a-b+).(?

Em caucasianos, a mutacdo mais frequente do gene FUT2 se da pela
substituicdo G428A. Esta alteracédo inativa a expressdo da enzima FUTII e,
assim sendo, seus portadores sao incapazes de sintetizar o antigeno H tipo 1.
Por conseguinte, ndo podem expressar o antigeno Le® mesmo na presenca da
forma funcional da FUTIII.®?

As mutacdes no gene FUT3 levam a expressao da enzima FUTIII néo
funcional, o que caracteriza o fenétipo Le(a-b-). Varias mutacdes em ponto sao
responsaveis pela expressao deste fenotipo, dentre as mais frequentes em
caucasianos, estdo as mutacdes T202C e C314T.(Y

Ha estudos relatando que os fenotipos do sistema Lewis, podem ser
alterados em casos de doenca e outras condi¢cdes.">" Isto pode ser devido ao
fato de que, estes antigenos sé@o expressos primariamente no figado, pancreas,
rns e no trato gastrointestinal, sendo transferidos para o plasma e

posteriormente, adsorvidos aos eritrocitos.” Em consequéncia a estes fatores,
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h& um consenso de que este sistema de grupo sanguineo seja determinado por
métodos sorologicos e moleculares, simultaneamente, uma vez que foram
observados resultados discrepantes entre os genoétipos e o fenétipo eritrocitario
Le(a-b-).®"

Alguns estudos despertaram a atencao para um possivel envolvimento
dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis na doenga de Chagas.
Uma investigac@o experimental demonstrou que a infec¢éo de células musculo-
esqueléticas de embrido bovino pelas formas tripomastigotas do T. cruzi, pode
ser inibida por diferentes monossacarideos,” os quais estdo presentes na
estrutura oligossacaridica dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO,
Secretor e Lewis expressos no tecido cardiaco e ao longo do trato
gastrintestinal,® locais acometidos pela doenca de Chagas.®

Dois estudos independentes, realizados com casuisticas obtidas no
Estado de Minas Gerais, que procuraram por associacao entre o sistema histo-
sanguineo ABO e a doenca de Chagas, foram publicados no Brasil em 1987 e
em 1990. Em um deles, os autores analisaram apenas o0s fendtipos
eritrocitarios do sistema ABO em pacientes chagasicos crénicos e pacientes
assintomaticos, bem como em controles saudaveis.’® O outro estudo avaliou
diferentes polimorfismos, dentre eles o do sistema ABO, entre individuos
infectados pelo T. cruzi em relagdo aqueles com as diferentes manifestacfes
clinicas da doenca de Chagas."”

Nos dois estudos®’” todos os pacientes com as formas “mega” da
doenca (cardiomegalia, megaes6fago e megacodlon) foram agregados em um

unico grupo. Tendo em consideracdo que, os 6rgdos acometidos por estas
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formas “mega” sao de origens embrionarias distintas (coracdo: mesodérmico;
esbfago e célon: endodérmicos) e que o controle genético da expressdo dos
antigenos do sistema histo-sanguineo ABO também difere entre estes
6rgédos,® estas caracteristicas devem ser consideradas em estudos que
buscam associacao destes sistemas com doencas infecto-parasitarias como a
doenca de Chagas.®” A origem embrionaria de um tecido determinara em
dltima instancia, que gene (FUT1 ou FUT2) ird controlar a expressdo dos
antigenos do sistema histo-sanguineo ABO bem como se o gene FUT3 ird ou
ndo contribuir para a diversificacdo dos antigenos teciduais.®

A vista disso, a expressédo dos antigenos do sistema histo-sanguineo
ABO nos eritrécitos e no tecido cardiaco (ambos de origem mesodérmica)
ocorre sob controle de dois genes (FUT1 e ABO) e é diferente daquela que
ocorre no esdfago e no colon (ambos de origem endodérmica), cuja expressao
é controlada pela ac&o de trés genes (FUT2, ABO e FUT3).(0%2

Ainda nos anos 80 foi relatado que epitopos da laminina murina
reconhencidos pelo soro de pacientes chagasicos estdo presentes em
oligossacarideos contendo terminacdes Gala1—3Gal.("® Neste mesmo periodo
foi demonstrado que anticorpos naturais anti-Gal reagem de forma cruzada
com componentes do antigeno B do sistema histo-sanguineo ABO."® Os
niveis de anticorpos anti-laminina murina presentes no soro de pacientes
chagasicos mostraram-se mais elevados naqueles dos grupos A e O em

comparacao aqueles dos grupos B e AB.®% Estes dados reforcam a proposicéo

de Teixeira e colaboradores (1987) de que existem potenciais associacdes
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entre o sistema histo-sanguineo ABO e a doenca de Chagas.!"® Estas relacées

foram investigadas no presente estudo.

1.70Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi testar a hipdtese de que os antigenos
dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis estdo associados as

diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.

1.7.1 Objetivos especificos

= Compor dois grupos de individuos assim constituidos: Grupo 1 (G1) —
pacientes portadores das diferentes formas clinicas da doenca de
Chagas (subdivididos em subgrupos de acordo com as formas cardiaca,
megaes6fago e megacolon); Grupo 2 (G2) — doadores de sangue com
sorologia ndo reagente para doenca de Chagas.

= Verificar a presenca de anticorpos anti-T. cruzi no soro dos pacientes e
doadores de sangue, como indicadores de infeccao;

= |dentificar os fenétipos ABO, Secretor (Secretor, ndo Secretor) e Lewis
[Le(atb-), Le(a-b+), Le(a-b-)] nos dois grupos;

= Determinar 0os genotipos Secretor (FUT2) e Lewis (FUT3) de todos os

pacientes e doadores fenotipados como Le(a-b-);
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Verificar se um ou mais antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO,
Secretor e Lewis (inferidos a partir dos fenotipos e genotipos) estavam

associados as formas clinicas da doencga de Chagas.



18




19

2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Aspectos éticos do estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP (Parecer
009/2011) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP (Parecer
623/2011). Cada participante assinou o termo de consentimento livre e
esclarecido apoOs receber explicacbes sobre o0s objetivos do estudo e os

procedimentos a serem utilizados na pesquisa.

2.2 Casuistica

No periodo de fevereiro de 2011 a setembro de 2013 foram
selecionados 339 pacientes adultos, consecutivos, de ambos 0S Ssexos,
independente de etnia, com o diagnostico clinico da doenca de Chagas,
atendidos no Ambulatério de Cardiologia e Cirurgia Geral do Hospital de Base
da Fundacédo Faculdade Regional de Medicina (HB-FUNFARME), Séo José do
Rio Preto, estado de Sao Paulo, Brasil, um hospital-escola de atendimento pelo
sistema publico de saude. Os critérios de exclusdo adotados para os pacientes
foram: menores de 18 anos, portadores de outras doencgas infecciosas e

parasitarias, portadores de qualquer doenca concomitante que possa induzir o
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aparecimento de cardiopatia crbnica e pacientes com qualquer tipo de
deficiéncia mental. Este grupo foi separado em trés subgrupos de acordo com
sua forma clinica, sendo 66 pacientes com a forma megacoélon, 119 pacientes
com a forma megaeséfago e 154 pacientes com a forma cardiaca.

Neste mesmo periodo foram selecionados ainda 488 doadores de
sangue do Hemocentro de S&o José do Rio Preto para a composi¢do do grupo
controle. O critério de inclusdo estabelecido para os doadores foi o de
apresentar resultados néao reagentes para doenca de Chagas (Hemaglutinacéo

e Imunofluorescéncia) para os exames soroldgicos rotineiros.

2.2.1 Diagnéstico clinico da doenca de Chagas

A avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada pelos médicos
colaboradores do projeto e responsaveis por cada especialidade, tendo como
critério a histéria clinica dos pacientes, exames diagndésticos, dados
epidemiologicos e sorologia reagente para a doenca de Chagas.

Os exames diagnésticos utilizados para a forma megacélon foram
Manometria Anorretal e RX de Enema Opaco; para a forma megaesodfago
Manometria Esofagica e RX de Seriografia e para a forma cardiaca

Eletrocardiograma, Ecocardiograma e RX de Térax.
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2.2.2 Coleta de sangue

De cada paciente participante da pesquisa foram coletados por puncao
venosa trés tubos com anticoagulante (EDTA) e dois tubos sem anticoagulante,
cada qual contendo 5 mL de sangue periférico. Dos doadores de sangue, foi
coletado apenas um tubo com anticoagulante (EDTA) e outro sem

anticoagulante, contendo 5 mL de sangue periférico.

As amostras com EDTA foram utilizadas para a realizacdo das
fenotipagens ABO e Lewis e para a extracdo do DNA gendémico humano. Das
amostras sem anticoagulante obtivemos o soro, os quais foram estocados a -
20°C até o momento do uso para a pesquisa dos anticorpos da classe IgG anti-

T. cruzi.

2.3 Métodos

2.3.1 Identificacdo dos fenétipos eritrocitarios do sistema ABO

A identificacdo dos fendétipos eritrocitarios do sistema sanguineo ABO foi
realizada pelo método de hemaglutinacdo em tubos (direta e reversa), de
acordo com o protocolo de Mattos e colaboradores.®V

Para a fenotipagem direta foi adicionada uma gota de suspensédo de
hemacias a 5% (preparada em solugdo isotbnica) a trés tubos devidamente
identificados, contendo respectivamente uma gota dos anti-soros anti-A, anti-B

e anti-A,B. A fenotipagem reversa ocorreu pela adicdo de uma gota da solucao
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de hemécias do tipo Al, B e O em cada tubo identificado, seguido do plasma
sanguineo do paciente. Para as ambas fenotipagens os tubos foram
centrifugados a 1.500 rpm por cerca de 1 minuto. Os resultados foram
analisados e interpretados em graus de aglutinacéo (0, 1+, 2+, 3+ e 4+), onde
se obteve resultados complementares e concordantes. Assim foram

identificados os fenétipos eritrocitarios A, B, AB e O (Figura 3).

2.3.2 Identificagao dos fenaotipos eritrocitarios do sistema Lewis

A identificacdo dos fendtipos eritrocitarios do sistema Lewis foi feita pelo
método de hemaglutinacdo em colunas de gel de centrifugacdo, com o
protocolo validado por Cintra e colaboradores.®

Para cada amostra foi preparada uma suspensao de heméacias a 3% em
meio isoténico fornecido pelo fabricante e incubado a temperatura ambiente por
10 minutos. Um volume de 12 pL de cada suspenséo foi adicionado as colunas
de gel, as quais continham os anticorpos Le® e Le® (DiaMed, Lagoa Santa, MG;
Brasil), respectivamente. Em seguida, os cartdes foram centrifugados por 10
minutos a 1.000 rpm. Os resultados foram interpretados em graus de
aglutinacao (0, 1+, 2+, 3+ e 4+), identificando-se assim os fenoétipos Le(a+b-),

Le(a-b+) e Le(a-b-) (Figura 4).



23

Figura 3. llustracao da fenotipagem eritrocitaria do sistema ABO pelo método
de hemaglutinacdo em tubos. 1, 2 e 3 representam a fenotipagem direta; 4 e 5
fenotipagem Rh e 6, 7 e 8 a fenotipagem reversa. A figura ilustra o fenétipo de

um paciente pertencente ao grupo sanguineo A.

Figura 4. llustragédo da fenotipagem eritrocitaria Lewis pelo método em colunas
de gel de centrifugacdo. No cartdo A, identificamos os antigenos Le® e no
cartdo B, os antigenos Le®. As amostras KFCh-001, KFCh-002 e KFCh-003
ilustram os fendtipos eritrocitarios Le(a-b-), Le(a-b+) e Le(atb-),

respectivamente.
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2.3.3 lIdentificacdo dos fendtipos Secretor/ndo-Secretor inferidos da

fenotipagem Lewis

A identificacdo dos fenotipos Secretor e ndo Secretor foi inicialmente
inferida a partir das fenotipagens eritrocitarias Lewis. Os individuos Le(a-b+)
foram considerados “Secretores” e os Le(a+b-) “ndo Secretores”. Os individuos
gue possuiam o fenétipo Le(a-b-), a identificacdo do fendétipo Secretor ou ndo
Secretor foi realizada por meio da identificacdo da substituicio G428A do gene
FUT2 por PCR-RFLP. Estes ndo possuem a enzima FUTIII funcional devido a
mutacdes que inativam o gene FUT3, em razdo disso nao expressam 0S

antigenos Le® e Le".

2.3.4 Identificacdo de anticorpos da classe IgG anti-T. cruzi.

A pesquisa da presenca ou auséncia de anticorpos anti-T. cruzi da
classe IgG foi realizada pelo método ELISA (Elisa cruzi, bioMérieux, Brasil S.A)

de acordo com as instrucdes do fabricante, obedecidas rigorosamente.

2.3.5 Extracdo de DNA gendmico humano

A extracdo do DNA genbémico humano foi realizada a partir de amostras
contendo 5 mL de sangue venoso colhido com EDTA, de acordo com o

protocolo de Mattos e colaboradores.®
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As amostras de sangue foram lavadas e centrifugadas com tampé&o PBS
a 4.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante contendo o plasma foi
descartado. Em seguida, para lise das hemécias, foi adicionado o tamp&o ACK
(150 mM clorato de amdénia, 1 mM bicarbonato de potassio, 0.1 mM EDTA, pH
7.2-7.4), sendo incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos sob
agitacédo lenta e centrifugadas por 10 minutos a 4.000 rpm. O pellet do sangue,
contendo somente as células nucleadas foi digerido com proteinase K (20
mg/mL), RNase A (20 mg/mL em 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA) e
agitado por vortex. Para dar continuidade ao procedimento, foi utilizado o kit
comercial PureLink Genomic DNA Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA), obedecendo

rigorosamente as instru¢des do fabricante.

2.3.6 Avaliacdo da concentracdo e pureza do DNA gendmico

Foram utilizados 2 pL de tampao de eluicdo do kit comercial PureLink
Genomic DNA Kits como controle de contaminacdo (branco) e 2 pL de DNA
gendbmico de cada amostra.

A leitura da concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas por
proporcdo de Densidade Optica (D.O.) a 260-280nm em um espectrofotdmetro

Epoch (BioTek Instruments, VT, USA).
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2.3.7 ldentificacdo dos gendtipos da substituicdo G428A do gene FUT2

A identificacdo dos alelos GG, GA e AA para investigar a substituicao
G428A do gene FUT2 foi feita pelo método PCR-RFLP, de acordo com
adaptacdes do protocolo descrito por Svensson e colaboradores.® Esta
estratégia foi adotada para se definir corretamente o fenétipo secretor ou ndo
secretor.

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacédo de
amplificagdo génica com volume final de 25 pL. Nesta reagdo foram
adicionados 17,0 pL de agua MilliQ, 2,5uL de PCR Buffer 10X (-MgCly,
Invitrogen), 1,5 uL de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 1,0 uL de dNTPs (0,2 mM,;
dATP, dCTP, dGTP e dTTP - Invitrogen), 0,4 puL de primer FUT2-G428A-9802s
Sense (25 pM; 5 —GCC TTT CTC CTT TCC CAT GGC CCAC -3’), 0,4 pyL de
primer FUT2-G428A-9803as Anti-sense (25 pM; 5 — TCA AAG GAC GGG CCA
GCA TTA GTG C - 3’) (Integrated DNA Technologies), 0,2 uL de Taq DNA
Polymerase (5U/uL - Invitrogen) e 2,0 uL de DNA gendmico a 100 ng. Como
controle interno de contaminacédo, foi preparado para cada mix, um tubo de
reacdo sem adicdo de DNA gendmico (branco). As condicdes de amplificacdo
foram de 94°C 2 minutos, 5 ciclos de 94°C 30 segundos, 68°C 30 segundos,
72°C 30 segundos, 25 ciclos de 94°C 30 segundos, 64°C 30 segundos e 72°C
45 segundos, permanecendo em 4°C infinito. O fragmento amplificado
contendo 1033 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%

corado com brometo de etidio por cerca de 40 minutos a 120 volts (Figura 5).
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Uma aliquota de 15,0 puL do produto de PCR foi adicionada a um mix
contendo 2,5 pL de agua MilliQ, 2,0 uL de tampéo da enzima (10x Fast Digest
Green Buffer-Fermentas), 0,5 pl da enzima Fast Digest Ava Il (ECO 47I,
Fermentas) e incubada a 37°C por 40 minutos. O produto de digestédo foi
clivado em quatro fragmentos de 459, 295, 149 e 130 pb para o genotipo GG,
em cinco fragmentos de 459, 425, 295, 149 e 130 pb para o genétipo GA e trés
fragmentos de 459, 425 e 149 pb para o genétipo AA. Os fragmentos foram
analisados em gel de agarose a 1,2%, corado com brometo de etidio, a corrida

eletroforética de 180 minutos a 90 volts (Figura 6).
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51033 pb

Figura 5. Fragmento de 1033 pb do gene FUT2, amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR-RFLP) e avaliado em eletroforese por gel de

agarose a 2%. O M indica o marcador de 100 pb; 1-5 indicam as amostras

amplificadas.
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Figura 6. Perfil eletroforético do fragmento de 1033 pb da substituicdo G428A
do gene FUTZ2, clivado com a enzima de restricdo Ava Il e avaliado por
eletroforese em gel de agarose a 1.2%. M indica o marcador de 100 pb; as
amostras 1, 3, 5 e 7 sdo do gendtipo GG, as amostras 2 e 6 sdo do genotipo

GA e a amostra 4 do genétipo AA



30

2.3.8 Identificacdo da substituicdo T202C do gene FUT3 dos pacientes e

doadores portadores do fenétipo Le(a-b-)

A identificacdo dos alelos TT, TC e CC para investigar a substituicdo
T202C do gene FUT3 ocorreu por meio do método de PCR-RFLP, de acordo
com alteracdes no protocolo de Orntoft e colaboradores.® Esta estratégia foi
adotada para se definir corretamente o fenotipo Le(a-b-).

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacdo de
amplificagdo génica com volume final de 25 pl. Nesta reacao foram adicionados
17,0 pL de agua MilliQ, 2,5 pL de 10X PCR Buffer 10X (-MgCl,, Invitrogen), 1,5
uL de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 1,0 pL de dNTP (0,2 mM; dATP, dTTP,
dCTP, dGTP, Invitrogen), 0,4 uL de primer FUT3-T202C-VE2mms Sense (25
pM; 5 - CCC GCC CCA CCC TCC TGA TCC TGG TA - 3’), 0,4 pL de primer
FUT3-T202C-VE3as Anti-sense (25 pM; 5 - CGT AGG GCC TGA AGA TGT
CGG AGT C - 3) (Integrated DNA Technologies), 0,2 uL de Tag DNA
polimerase (5U/ul, Invitrogen) e 2,0 yL de DNA gendmico a 100 ng. Como
controle interno de contaminacéo, foi realizado para cada mix, um tubo de
reacdo sem adicdo de DNA gendmico (branco). As condicdes de amplificacdo
foram de 1 ciclo de 94°C 1 minuto, 30 ciclos de 94°C 30 segundos, 63°C 35
segundos e 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 1 minuto, permanecendo em
4°C infinito. O fragmento amplificado contendo 332 pb foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, por cerca

de 40 minutos a 120 volts (Figura 7).
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Uma aliquota de 15,0 puL do produto de PCR foi adicionada a um mix
contendo 2,5 pL de agua MilliQ, 2,0 uL de tampéo da enzima (10x Fast Digest
Green Buffer-Fermentas), 0,5 ul da enzima Fast Digest Rsa | (Fermentas) e
incubada a 37°C por 40 minutos. O produto de digestdo foi clivado em dois
fragmentos de 209 e 123 pb para o alelo TT, em trés fragmentos de 209, 123 e
100 pb para o alelo TC e dois fragmentos de 209 e 100 pb para o alelo CC. Os
fragmentos foram analisados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de
etidio a corrida eletroforética de 90 minutos a 90 volts. A figura 8 ilustra o perfil
eletroforético do fragmento de 332 pb do gene FUT3 apoOs digestdo com a

enzima Rsa |.
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—> 332 pb

Figura 7. Fragmento de 332 pb do gene FUT3, amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR-RFLP) e avaliado em eletroforese por gel de
agarose a 2%. O M indica o marcador de 100 pb; 1-5 indicam as amostras

amplificadas.
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3209 pb

R—————————— _____3. 173 pb

——>100 pb

Figura 8. Perfil eletroforético do fragmento de 332 pb da substituicdo T202C do
gene FUTS3, clivado com a enzima de restricdo Rsa | e avaliado por eletroforese
em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100 pb; a amostra 1 o
gendtipo CC, as amostras 2, 3, 4 e 6 sdao do gendtipo TT e as amostras 5 e 7

do gendtipo TC.
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2.3.9 Identificacdo da substituicdo C314T do gene FUT3 dos pacientes e

doadores portadores do fenétipo Le(a-b-)

A identificacdo dos alelos CC, CT e TT para investigar a substituicdo
C314T do gene FUT3 ocorreu por meio do método de PCR-RFLP, de acordo
com alteracdes no protocolo de Orntoft e colaboradores.® Esta estratégia foi
adotada para se definir corretamente o feno6tipo Le(a-b-).

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacédo de
amplificagdo génica com volume final de 25 pl. Nesta reacao foram adicionados
17,0 puL de agua MilliQ, 2,5 uL de PCR Buffer 10X (-MgCl,, Invitrogen), 1,5 L
de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 1,0 pL de dNTP (0,2 mM; dATP, dTTP, dCTP,
dGTP, Invitrogen), 0,4 puL de primer FUT3-C314T-EL3s Sense (25 pM; 5 —
AGT GGG TCC TCC CCG ACA GGA CAC CAC TCC - 3), 0,4 pL de primer
FUT3-C314T-VE4as Anti-sense (25 pM; 5 — GTT GGA CAT GAT ATC CCA
GTG GTG CAC GAT - 3’) (Integrated DNA Technologies), 0,2 uL de Tag DNA
polimerase (5U/ul, Invitrogen) e 2,0 uL de DNA gendmico a 100 ng. Como
controle interno de contaminacéo, foi realizado para cada mix, um tubo de
reacdo sem adicdo de DNA gendmico (branco). As condicdes de amplificacdo
foram 1 ciclo de 94°C 1 minuto, 30 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30
segundos e 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 1 minuto, permanecendo em
4°C infinito. O fragmento amplificado contendo 204 pb foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, por cerca

de 40 minutos a 120 volts (Figura 9).
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Uma aliquota de 15,0 uL do produto de PCR foi adicionada a um mix
contendo 2,5 pL de agua MilliQ, 2,0 uL de tampéo da enzima (10x Fast Digest
Green Buffer-Fermentas), 0,5 pl da enzima Fast Digest Nla lll (Fermentas) e
incubada a 37°C por 40 minutos. O produto de digestéo foi clivado em dois
fragmentos de 139 e 65 pb para o alelo CC, em trés fragmentos de 139, 105 e
65 pb para o alelo CT e dois fragmentos de 105 e 65 pb para o alelo TT. Os
fragmentos foram analisados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de

etidio a corrida eletroforética de 90 minutos a 90 volts, conforme figura 10.
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—> 204 pb

Figura 9. Fragmento de 204 pb do gene FUT3, amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR-RFLP) e avaliado em eletroforese por gel de
agarose a 2%. O M indica o marcador de 100 pb; 1-5 indicam as amostras

amplificadas.
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Figura 10. Perfil eletroforético do fragmento de 204 pb da substituicdo C314T
do gene FUT3, clivado com a enzima de restricdo Nla Il e avaliado por
eletroforese em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100 pb; as
amostras 1, 2, 4, 6 e 7 sdo do genotipo CC; a amostra 3 € do genoétipo TT e a

amostra 05 do genatipo CT.
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2.3.10 Anélise estatistica

Os resultados foram analisados com o uso do software Grahpad,
versdo 3.1. O teste exato de Fisher, o valor de Odds Ratio (OR) e o Qui-
guadrado foram calculados e utilizados para comparar a independéncia entre
as proporcdes. Os valores médios de idade foram comparados com o uso do
teste t. Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes quando o

valor p<0,05 e intervalo de confianga a 95%.
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3. RESULTADOS

Neste estudo foram analisados 827 individuos. O grupo de estudo foi
composto por 339 pacientes portadores da forma cronica da doenca de Chagas
e este separado em trés subgrupos de acordo com sua forma clinica (66
pacientes com a forma megacélon, 119 pacientes com a forma megaesodfago e
154 pacientes com a forma cardiaca). O grupo controle foi composto por 488
doadores de sangue com sorologia ndo reagente para a doenca de Chagas.

A média de idade do total de pacientes com a forma crénica da doenca
de Chagas foi de 64,8+11.2 e dos doadores de sangue foi de 34,3+11.0 (p<
0.0001). As diferencas entre as porcentagens do sexo dos pacientes
chagéasicos e doadores de sangue foram estatisticamente significantes (p<
0.0001). A frequéncia do sexo feminino foi de 56,6% e do sexo masculino de
43,4% nos pacientes chagasicos e nos doadores de sangue a frequéncia do

sexo feminino foi de 29,1% e o masculino de 70,9%, conforme tabela 1.

Tabela 1. Valores de média de idade em anos e desvio-padrao (DP) e sexo de
acordo com as formas crbnicas da doenca de Chagas em pacientes e

doadores de sangue.

Doadores Pacientes MGC MGE CAR

Média+DP  34.3 (+11.00* 64.8 (x11.2)° 67.2(x10.1) 65.1 (+12.3) 63.6 (+10.6)
N % N % N % N % N %

Feminino 142° 29,1 192 56,6 42 63,6 64 53,8 86 55,8

Masculino 346° 70,9 147" 434 24 36,4 55 46,2 68 44,2

Total 488 339 66 119 154

MGC: megacélon; MGE: megaeséfago; CAR: cardiomiopatia; DP: Desvio Padréo; a x b (p
<0,0001); ¢ x d (p<0,0001).
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Ao analisarmos as frequéncias dos fenoétipos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis comparando o grupo de pacientes
chagasicos com os de doadores de sangue, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes, uma vez que, os fenotipos ABO apresentaram os
valores de X% 2.635 e p= 0,451, os fenétipos Secretor X?: 0.056 e p= 0,8123 e

os fendtipos Lewis X% 2.092 e p= 0,351, conforme tabela 2.

Tabela 2. Frequéncias dos fendtipos dos sistemas histo-sanguineos ABO,

Secretor e Lewis dos pacientes chagasicos e doadores de sangue.

Fendtipos Pacientes Doadores OR IC 95% p*
ABO** N % N %

A 133 39,2 177 36,3 1.134 0.852-1.510 0,421
B 44 13,0 54 111 1.199 0.783-1.833 0,444
AB 11 3,2 23 4,7 0.678 0.325-1.410 0,373
@) 151 445 234 47,9 0.871 0.660-1.152 0,357
Secretor***

Secretor 272 80,2 396 81,0 0.943 0.664-1.339 0,787
N&o secretor 67 19,8 92 19,0

Lewis****

Le(a+b-) 65 19,2 87 17,8 1.093 0.7657-1.561 0,6486
Le(a-b+) 264 77,9 377 77,3 1.036 0.7432-1.445 0,8657
Le(a-b-) 10 2,9 24 4,9 0.587 0.2772-1.246 0,2122
Total 339 100 488 100

*Valores calculados com o teste exato de Fisher.
*ABO: X% 2.635, p= 0,451; ***Secretor: X% 0.056, p=0,8123; ****Lewis: X% 2.092, p=0,351.
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Em relacéo as frequéncias dos fendétipos dos sistemas histo-sanguineos
ABO, Secretor e Lewis distribuidos nas trés formas da doenca, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes. Os fenotipos ABO obteve
os valores de X% 4.718 e p= 0,580, os fenétipos Secretor X% 1.652 e p= 0,437

e os fenétipos Lewis X% 8.432 e p= 0,077, conforme a tabela 3.

Tabela 3. Frequéncias dos fendtipos dos sistemas histo-sanguineos ABO,

Secretor e Lewis de acordo com as formas cronicas da doenca de Chagas.

Fendtipos Forma MGC Forma MGE Forma CAR X? GL *p
ABO N % N % N %

A 25 37,9 44 37,0 64 41,6 4718 6 0,580
B 13 19,7 15 12,6 16 10,4

AB 1 1,5 5 4,2 5 3,2

@] 27 40,9 55 46,2 69 44,8

Secretor

Secretor 54 81,8 91 76,5 127 82,5 1652 2 0,437
N&o secretor 12 18,2 28 23,5 27 17,5

Lewis

Le(a+b-) 12 18,2 28 23,5 25 16,2 8.432 4 0,077
Le(a-b+) 49 74,2 89 74,8 126 81,8

Le(a-b-) 5 7,6 2 1,7 3 1,9

Total 66 119 154

MGC: megacodlon; MGE: megaes6fago; CAR: cardiomiopatia; *Valores calculados com o teste
de Qui-quadrado.
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A comparacdo entre os fendtipos combinados do sistema sanguineo
ABO (B+AB versus A+O) e Secretor (GG+GA versus AA) de acordo com as
trés formas da doenca de Chagas (tabela 4) mostrou os seguintes valores:

- megacélon: X% 0.001; GL: 1; p= 0,971; OR= 1.429 (IC 95%: 0.274-
7.428); teste exato de Fisher p= 1000;

- megaesdfago: X% 5.909; GL: 1; p= 0,015; OR= 16.343 (IC 95%: 0.955-
279.58) e o teste exato de Fisher p= 0,003;

- cardiomiopatia: X*: 1.815; GL: 1; p= 0,177; OR= 4.860 (IC 95%: 0.623-

37.905); teste exato de Fisher p=0,126.

Tabela 4. Frequéncias combinadas dos fenotipos ABO e genotipos FUT2
(Secretor/Nao-secretor) dos pacientes chagasicos de acordo com as formas

cronicas da doenca de Chagas.

Pacientes chagasicos

MGC* MGE** CAR***

B + AB A+0O B + AB A+0O B + AB A+0O

N % N % N % N % N % N %

GG/GA 12 8,7 42 808 20 1000 71 71,7 20 952 107 80,5

AA 2 14,3 10 19,2 0 0 28 28,3 1 4,8 26 19,5

Total 14 100 52 100 20 100 99 100 21 100 133 100

MGC: megacolon; MGE: megaesdfago; CAR: cardiomiopatia

*X% 0.001; GL: 1; p= 0,971; OR= 1.429 (IC 95%: 0.274-7.428); teste exato de Fisher p= 1000;
X% 5.909; GL: 1; p= 0,015; OR= 16.343 (IC 95%: 0.955-279.58); teste exato de Fisher p=
0,003; ***X* 1.815; GL: 1; p=0,177; OR= 4.860 (IC 95%: 0.623-37.905); teste exato de Fisher
p=0,126.
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Ao compararmos as frequéncias dos perfis antigénicos entre o0s

pacientes chagasicos e o0s doadores de sangue, obtivemos diferenca

estatisticamente significante para o perfil de antigenos BLe” com o X% 4.569 e

p= 0,032, conforme a tabela 5.

Tabela 5. Frequéncias de perfis

doadores de sangue.

antigénicos de pacientes chagasicos e

ABO Secretor Lewis  Antigeno Pacientes Doadores X2 GL p*
N % N %
A Positivo  Positivo ALe” 96 97,0 143 96,6 0.052 1 0,818
Negativo A 3 3,0 5 3,4 0.040 1 0,840
B Positivo ~ Positivo BLe” 39 95,1 34 919 4569 1 0,032
Negativo B 2 4,9 3 8,1 0.002 1 0,963
AB Positivo  Positivo ABLe" 11 1000 19 950 0.090 1 0,763
Negativo AB 0 0 1 5,0 0.695 1 0,404
O Positivo  Positivo Le® 118 97,5 182 0953 0.433 1 0,510
Negativo H 3 2,5 9 4,7 0.703 1 0,401
ABO Negativo Positivo Le® 65 97,0 86 93,5 0.226 1 0,633
Negativo Le® (OP) 2 3,0 6 65 0.316 1 0,573
Total 339 488

*OR=1.736 (IC 95%: 1.071-2.813); teste exato de Fisher p= 0,0253.
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4. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi testar a hipdtese de que os antigenos dos
sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis estdo associados as
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.

Observamos diferencas estatisticamente significantes em relacdo a
idade dos pacientes chagasicos comparados aos doadores de sangue, sendo a
meédia de idade dos pacientes maior do que a dos doadores.

Alguns dos principais requisitos para a doacdo sanguinea € que 0
individuo seja saudavel e tenha entre 18 a 67 anos,® o que pode levar a um
perfil mais jovem desta parcela altruista da populacgéo.

A doenca de Chagas por ser de natureza crbnica, desenvolve sinais
clinicos habitualmente ap6s 10-30 anos & infeccdo,™ levando a populacdo de
individuos infectados & média de idade mais avancada.®” Acredita-se que a
implantacdo do Programa Nacional de Controle Vetorial da doenca de Chagas
na década de 50, que adotou medidas para interrupcao vetorial e controle da
infeccdo, tenha tido impacto na prevaléncia da doenca de Chagas nas
diferentes faixas etarias.®®% Os dados deste estudo confirmam esta condicéo.

A maior frequéncia do sexo feminino observada nos pacientes
chagasicos discorda da maioria dos estudos encontrados na literatura que
evidencia o sexo masculino com maior acometimento da doenca de
Chagas.®"%%%) Contudo, nossos resultados concordam com os dados do
estudo realizado na cidade de Montes Claros, estado de Minas Gerais, o qual

observou maior frequéncia de infeccdo em mulheres.®® Do mesmo modo,
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outro trabalho feito na Europa com imigrantes infectados pelo T. cruzi, oriundos
de areas endémicas, revelou prevaléncia do sexo feminino.®%

Em um estudo realizado por Gomes e colaboradores, foi observado que
a procura por homens dos servi¢os de atencao basica a saude é menor do que
por mulheres. Isto pode em implicar questdes culturais que seguem padrdes de
diferenca entre os géneros, tais como a ideia de virilidade e invulnerabilidade
masculina. Ha ainda a escassez de programas e unidades de saude
especificas voltadas para o cuidado do homem, o que dificulta o acesso dos
mesmos.® Desta forma, considerando as caracteristicas aqui relatadas,
podemos sugerir que devido a selecdo da casuistica analisada ter sido
condicionada a um ambulatério de atendimento publico de saude, ha
prevaléncia subestimada de individuos pertencentes ao sexo masculino.

Estudos realizados ao longo dos anos permitiram determinar as
frequéncias de varios grupos sanguineos, dentre eles o ABO, Secretor e Lewis.
No Brasil, os grupos sanguineos O e A sdo 0s mais comuns, abrangendo mais
de 80% da populacdo. O grupo B corresponde cerca de 10% e o AB a 3%. O
gene Secretor varia entre 50-60% em caucasianos, 50-85%, em negroides e
48-58% nas populacdes asiaticas. Os fenoétipos Lewis tem suas frequéncias
estimadas, em caucasianos, de 22% para o fendtipo Le(a+b-), 72% para Le(a-
b+) e 6% para Le(a-b-). Em negroides a frequéncia do fenétipo Le(a-b-) esta
entre 20-25%, sendo que nos japoneses este fendtipo néo atinge a 2%.°

Os glicoconjugados ABH-Lewis, que caracterizam os fendtipos dos
sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis, tém sido associados a

doencas®, tais como o cancer gastrico em individuos do grupo sanguineo A e
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o desenvolvimento da Ulcera géastrica em individuos do grupo sanguineo 0O.®®
Outros estudos também observaram a associacdo da maléria grave com 0s
antigenos ABO, e os antigenos Lewis (Le®), como receptor para a bactéria H.

pylori.®"%8)

A fase intracelular do ciclo de vida de diversos protozoarios requer a
habilidade do parasito em reconhecer os componentes receptores das células
hospedeiras.®® As glicoproteinas presentes na superficie destas células
envolvem variedades de receptores que reconhecem fendmenos entre as
ligacdes que ocorrem nestas superficies e as interagbes célula-célula. Tais
interacdes podem ser inibidas por monossacarideos e lectinas que determinam
o importante papel de alguns carboidratos com funcdes receptoras nas
superficies glicoproteicas.®""®

Em 1982, em um estudo experimental, Crane & Dvorak demonstrou que
a infeccdo pelas formas tripomastigotas do T. cruzi em células musculo-
esqueléticas de embrido bovino, pode ser inibida por diferentes
monossacarideos como a glicose, galactose, fucose e N-Acetilgalactosamina,
mas nao pela N-Acetilglicosamina. Estes autores sugeriram que 0 processo de
invasdo celular pelo T. cruzi envolve a expressdo de adesinas na superficie
deste parasito, as quais reconhecem e se ligam a receptores contendo N-
Acetilglicosamina, presentes nas membranas das células de vertebrados.®”
Esses mesmos monossacarideos, estdo presentes na  estrutura
oligossacaridica dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e
Lewis expressos no tecido cardiaco e ao longo do trato gastrintestinal,®® locais

onde ocorre a manifestacdo da doenca de Chagas.®”)
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Ainda na década de 80, foi relatado que soro de pacientes chagasicos
reconheciam epitopos da laminina murina presentes em oligossacarideos
contendo terminagdes Gala1—3Gal."™® Neste mesmo perfodo foi constatado
gue anticorpos naturais anti-Gal reagem de forma cruzada com componentes
do antigeno B do sistema histo-sanguineo ABO."® Os niveis de anticorpos
anti-laminina murina presentes no soro de pacientes chagasicos mostraram-se
mais elevados naqueles dos grupos A e O em comparacao aqueles dos grupos
B e AB.®%

No presente estudo, ao analisarmos as frequéncias dos fenétipos ABO,
Secretor e Lewis distribuidos nas trés formas da doenga comparados entre si e
com o grupo controle (doadores de sangue), ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes. Porém, quando comparado os fenotipos
combinados do sistema sanguineo ABO (B+AB versus A+O) e Secretor
(GG+GA versus AA) de acordo com as trés formas da doenca de Chagas,
observamos a predominancia dos fendétipos B+AB na forma megaesofago, o
gue sugere em principio que a expressao do antigeno carboidrato B tipo 1,
pode contribuir para o desenvolvimento desta forma da doenca. Em relacao
aos perfis antigénicos, detectamos a maior frequéncia do fenétipo BLe” no
grupo dos pacientes em relacdo aos doadores.

Dois estudos independentes realizados no estado de Minas Gerais
investigaram a associacao entre o sistema histo-sanguineo ABO e a doenca de
Chagas. Em 1987, Teixeira et al. analisaram os fendtipos eritrocitarios do
sistema ABO em pacientes chagasicos cronicos e assintomaticos, assim como

em controles saudaveis. Os resultados revelaram diferencas estatisticamente
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significantes na frequéncia do grupo O entre os pacientes cronicos comparados
aos assintomaticos. Os autores concluiram que este grupo sanguineo
supostamente confere relativa protecdo contra as formas sintomaticas da
doenca de Chagas, principalmente ao que se refere a formagao de “megas” e
parece constituir um marcador de menor morbidade & infec¢éo pelo T. cruzi. E
ainda, observaram diferencas estatisticamente significantes com maior
frequéncia do grupo B entre os individuos que evoluiram para Obito devido as
formas crénicas da doenca.™®

O outro estudo, realizado por Engracia et al. em 1990, avaliaram
diversos polimorfismos em relacdo a doenca de Chagas, dentre eles o do
sistema ABO, porém nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre estes polimorfismos em individuos infectados pelo T. cruzi,
em relacdo aqueles com as diferentes manifestacdes clinicas da doenca de
Chagas.!"”

Tais estudos apresentaram-se inconclusivos ao encontrados no presente
trabalho. No primeiro estudo'®, apesar de demonstrar que o antigeno B estaria
relacionado as formas mais graves da doenca, 0s pacientes ndo foram
separados pelas suas diferentes formas clinicas (cardiomiopatia, megaeso6fago
e megacélon) sendo agregados em um Unico grupo. J& no outro,’” foram
avaliados varios polimorfismos simultaneamente, ndo considerando também as
distintas formas da doenca.

Mais recentemente, um trabalho realizado com casuistica Argentina,
observou resultados sugerindo que os individuos pertencentes ao grupo O sdo

predispostos a desenvolver a forma cardiaca da doenca, enquanto que o grupo
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A, teria menor probabilidade de manifestacées clinicas."*” Os resultados do
nosso estudo s&o discordantes daqueles apresentados por Spada e
colaboradores.

Os alelos funcionais do gene FUT1, expressam a enzima FUTI que atua
sob o0 oligossacarideo precursor tipo 2 para converté-lo em antigeno
eritrocitario H tipo 2.2 A biossintese prossegue pela adicdo de uma molécula
de a-N-Acetilgalactosamina para formar o antigeno A tipo 2, ou pela adicao de
uma molécula de D-Galactose para formar o antigeno B tipo 2, que ocorre sob
a acao das glicosiltransferases GTA ou GTB codificadas pelos alelos A e B,
respectivamente, do gene ABO.®*® O gene FUT2 codifica a enzima FUTII que
fucosila o oligossacarideo precursor tipo 1, produzindo o antigeno H tipo 1,
sendo posteriormente convertido nos antigenos A ou B, sob controle dos alelos
funcionais do gene ABO.2%%

As interacdes epistaticas entre os genes FUT1 e ABO irdo determinar os
fendtipos eritrocitarios ABO, enquanto que as interacfes do gene FUT2 com o
ABO, determinardo o estado secretor dos antigenos ABH nos fluidos
corporais.®*®? A perda funcional dos alelos do gene FUT1 e FUT2, leva a
auséncia de antigenos ABH nos eritrocitos e dos antigenos ABH na saliva e em
varios tipos de células epiteliais, respectivamente.©%

A expressdo dos antigenos do sistema Lewis depende da interacéo
epistatica que ocorre entre as enzimas produzidas pelos genes FUT2 e FUTS3.
O gene FUT3 codifica a enzima FUTIII que age sob o oligossacarideo
precursor tipo 1, produzindo o antigeno Le® Quando esta utiliza o antigeno H

tipo 1 como substrato, produzido a partir da enzima FUTII, ha a formacdo do
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antigeno Le® . A enzima FUTIII pode ainda converter os antigenos A e B tipo 1
em ALe’ e BLe".®*%? Sendo assim, a expressdo dos antigenos do sistema
histo-sanguineo ABO nos eritrécitos e no tecido cardiaco (origem embrionéria
mesodérmica) ocorre sob controle dos genes FUT1 e ABO, enquanto nos
tecidos do esbfago e colon (origem embrionaria endodérmica), a expressao €
controlada pela acdo dos genes FUT2, ABO e FUT3.(%62

O papel dos sistemas histo-sanguineo ABO, Secretor e Lewis em
associacao a doenca de Chagas ainda nao esta claramente elucidado. Porém,
diante as diferentes interacdes e sintese dos antigenos expressos nos tecidos
cardiaco e gastrointestinal sugerimos que, a expressao do antigeno carboidrato
B, o qual caracteriza os grupos sanguineos B e AB e cuja sintese esta sob o
controle dos genes funcionais FUT2 (Secretor), poderia atuar como um fator de

risco para a doenca de Chagas, especialmente entre 0s pacientes que

desenvolveram a forma megaesoéfago.
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5. CONCLUSAO

% Os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis quando
analisados isoladamente, ndo estdo associados as diferentes formas

clinicas da doenca de Chagas.

% A elevada expressdo do antigeno carboidrato B tipo 1, sob o controle

dos genes ABO e FUT2, contribui com a forma megaeso6fago.

< O perfil antigénico contendo alta expressdo do antigeno BLe”,
predomina nos pacientes chagasicos em relacdo aos doadores de

sangue.
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7. ANEXOS

7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Marcadores imunogenéticos relacionados a doenga de Chagas”

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Satide - Resolugdo CNS 196/96)

1

8

4

HOSPITAL
OE BASE

Vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa denominada “Marcadores imunogenéticos relacionados & doenga de Chagas”,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Parecer 009/2011) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
Parecer 623/2011). Trypanosoma cruzi é o parasita que causa a doenga de Chagas e essa doenca pode ser transmitida aos seres humanos
pela picada do inseto conhecido como “bicho barbeiro”, acarretando problemas cardiacos, esofégicos e intestinais.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os aspectos marcadores imunogenéticos (caracteristicas genéticas e bioldgicas para
determinar se essas caracteristicas genéticas favorecem ou n&o a infecgdo por 7. cruzi. Os resultados desta pesquisa poderdo ajudar na
compreens3o dos fatores biolégicos que influenciam a infecgdo pelo T. cruzi e poderdo beneficiar vocé e muitas outras pessoas.

Se os resultados desta pesquisa demonstrarem que os fatores genéticos se relacionam com a suscetibilidade a doenga de
Chagas, eles poderdo ajudar a compreender a importancia das variagdes genéticas que existem nas populagbes para a orientacio de
programas de esclarecimento, educagio, prevengio e mesmo tratamento de doengas como a de Chagas. Se o resultado de seu exame
for positivo (reagente) para a doenga de Chagas, nio havera necessidade de aconselt o genético, pois esta doenga é causada por
um microrgani ch do Tryp cruzi e ndo é trasmitida de pais para filhos. 5

A sua participacio nessa pesquisa é voluntaria e de extrema importincia e vocé ndo perderd os beneficios do atendimento
médico aos quais tem direito, caso decida n3o participar ou mesmo se vocé se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo. Voce podera ter
acesso a todos os seus dados coletados para esta pesquisa bem como aos resultados de todos os exames realizados nas amostras de seu
sangue e terd também o direito de retirar a amostra ou quaisquer de seus dados de nosso banco de armazenamento de dados no
momento em que voce desejar. Em hipétese alguma seus dados ser&o divulgados de forma individual.

Para participar como voluntéria nessa pesquisa serd necessario:
Vocé responder um questionério sobre vocé e seus habitos de vida. Todas as informagdes a seu respeito serao mantidas em absoluto

1.
sigilo.

2. Vocé nos autorizar a colher uma amostra de seu sangue para exames da doenga de Chagas e para a identificacdo dos seus tipos
sangiiineos ABO, Secretor e Lewis. A coleta de sangue ¢ realizada com a introdugdo de uma agulha estéril na veia e de acordo com a
sua sensibilidade, vocé poders sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue poderd incluir vermelhid&o e raramente
deixa o local de introduc3o da agulha inchado e com manchas roxas. O seu sangue serd utilizado apenas para analises cientificas e serd
estocado em um banco de amostras do Laboratério de Imunogenética, podendo ser utilizado para novas pesquisas, dentro de no
méximo cinco anos. Quaisquer analises adidionais a serem realizadas em sua amostra de sangue deverdo obrigatoriamente estar
vinculadas ao presente projeto. Vocé deve saber que n3o haverd riscos de qualquer tipo de contaminagdo durante a coleta de seu
sangue, pois o material utilizado sera individual e ndo contaminado. Esse material é totalmente estéril (seringa, agulha, algoddo com
4lcool) e tinico para cada pessoa. Ap6s a coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algodéo utilizados serdo colocados em saco de
lixo e descartados em local seguro. Esses procedimentos serio realizados por profissionais com experiéncia.

Se for seu desejo, vocé sers informada (o) de todos os resultados dos exames que serdo realizados em seu sangue e eles serio
mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do periodo previsto, vocé também serd informada.

Caso ocorra danos de quaisquer natureza durante a coleta de sua amostra de sangue, voce receberd toda assisténcia mi
gratuitamente.
Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesSes relacionadas a coleta de sangue, entre em contato

com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo enderego abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer divida sobre seus
direitos como sujeito de pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

S3o José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813.

Vocé receberd uma cépia deste formulario de consentimento livre e esclarecido assinado e datado.

édica

Declaragdo do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Marcadores imunogenéticos relacionados & doenga de Chagas”. Autorizo a estocagem
da amostra de meu sangue no banco de amostras do Laboratério de Imur ética do Depart > de Biologia Moleculara da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP) e sua utilizagdo para novas pesquisas, desde que seja mantido o sigilo absoluto das
informagBes por mim prestadas. Li e compreendi essa declaragéo de consentimento livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que
posso retirar meu consentimento ou retirar-me dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho

direito.
[L{_) Desejo saber os resultados de meus exames ] () N5o desejo saber os resultados de meus
...................  eeeneasnnes 08 de
pela do livre e do sujeito da seurepi legal

Carlos

Prof. Dr. Lulz
Re ot

Laboratério de Imunogenética - Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - S&o José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Laboratoério)
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7.2 Ficha de Dados Epidemidlogicos

ﬁ T 4 “Marcadores imunogenéticos relacionados & doenga de Chagas”
@' FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
g
FICHA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

[No. Prontudrio: Data da coleta: l Cédigo do projeto:

Dados da paciente:

Nome: l DN:
Local de nascimento: Idade:
Enderego atual: NS
Cidade: Estado: Telefone:

Vocé contraiu algumas dessas doengas infecto-parasitarias?

: S ] sim | ndo [EEEEUTT sim | Nao sim | Nso
Citomegalovirus Mononucleose Leishmaniose

Rubéola Maldria Toxoplasmose
Catapora Herpes Chagas

Vocé jé recebeu transfusdo de sangue? Tempo?
Vocé jé teve ou tem animal doméstico em casa? Qual?
Vocé tem o hébito de andar descalga no solo?

Vocé tem o habito de tomar leite cru? Qual?
Vocé come carne crua ou mal cozida de qualquer animal? Qual?
Vocé lava os legumes e verduras?

Vocé teve gravidez anterior? Quantas?
Vocé teve filho prematuro? Quando?
Vocé teve algum aborto? Quantos?
Vocé sabe seu tipo sangiiineo e seu fator Rh? Qual?

3y THETEH PR

Vocé mra ezona: urbana ( k) rural () morou zona rural ( ) =

Qual o tipo de moradia? alvenaria ( ) madeira( ) Barro ou pau-a-pique ( )
prépria( ) alugada ( ) cedida( ) outro( )"_"’ar—m

Tem rede de esgoto? Sim ( ) ndo ( ) Sendo qualotipo? fossa( ) outro ( )P

Vocé bebe dgua: filtrada( ) fervida( ) torneira ( )

Qual o destino do lixo? coleta publica ( ) outro ( )mr

Onde vocé mora tem: ratos( ) baratas ( ) moscas( )

Qual seu nivel escolaridade?

Qual a renda familiar em saldrios minimos? 1( ) 2( )3 ( ) 4( ) acimade4( )

Etnia: Pac.: Pai: Mie:

0BS:

Laboratério de Imunogenética - Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - S&o José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Laboratério)



