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RESUMO

Introducdo: A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca infecciosa sistémica causada
pelo Paracoccidioides brasiliensis e uma das mais importantes micoses sistémicas endémicas
na América Latina. Os critérios de cura da paracoccidioidomicose ainda ndo estdo bem
definidos. A enzima quitotriosidase (QT) é naturalmente produzida nos macréfagos humanos e
pertence a classe das quitinases. O aumento de sua atividade esta relacionado com ativagao
dos macrofagos em doencas de carater inflamatorio. O P. brasiliensis possui quitina como
componente da sua parede celular, sendo passivel associar a elevacdo da atividade da QT com
a atividade da PCM. Objetivo: Relacionar o aumento da atividade da QT com a PCM cronica
ndo tratada, e avaliar sua utilidade como biomarcador desta micose. Metodologia: Foram
selecionados dois grupos de pacientes: 1. Grupo PCM crénica sem tratamento: 14 pacientes; 2.
Grupo Controle: 14 pessoas higidas que doaram voluntariamente sangue para o estudo. A QT
foi dosada em técnica de fluorescéncia. Resultados: A atividade da QT foi consideravelmente
maior no primeiro grupo em comparagdo com o segundo (P < 0,0001). As medianas (em
nmol/mL/h) para o grupo PCM e o controle foram, respectivamente, 174 (SD * 122) e 44 (SD
+ 29). Discussdo: A atividade da QT estd elevada em infecgbes flngicas sistémicas,
parasitarias e bacterianas, em doencas de deposito lisossomal, e em processos inflamatorios. A
sua funcdo no sistema imunoldgico humano parece estar relacionada a imunidade inata e sua
regulacdo parece complexa, envolvendo linfécitos Thl e Th2 e citocinas. A analise da
variacdo serica da QT pode constituir-se em meio de inferir a atividade de varios processos
inflamatdrios, inclusive, fingicos, o que pode ajudar como biomarcador da PCM. Concluséo:
A QT pode constituir-se em método simples para revelar a presenca de resposta inflamatéria
associada a infeccdo por P. brasiliensis. Sao necessarios mais ensaios laboratoriais-clinicos

para relacionar o aumento da atividade da QT como marcador bioquimico na PCM.

PALAVRAS-CHAVE

Quitotriosidase, Paracoccidioidomicose, Quitinase, Diagnostico laboratorial, Biomarcador.



ABSTRACT

Introduction: The paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic infectious disease caused by
Paracoccidioides brasiliensis and one of the most important systemic mycosis endemic in
Latin America. The criteria for cure of paracoccidioidomycosis are not well defined. The
enzyme chitotriosidase (QT) is naturally produced in human macrophages and belongs to the
class of chitinases. The increase in activity is related to activation of macrophages in diseases
of inflammatory nature. The P. brasiliensis has chitin as a component of its cell wall, being
susceptible associate elevation of QT with the activity of PCM. Objective: The aim of this
study is to correlate the increased activity of QT with chronic active PCM, and evaluate its
utility as a biomarker of this mycosis. Methods: We selected two groups of patients:
1. chronic untreated PCM group: 14 patients, 2. Control group: 14 healthy people who
voluntarily donated blood for the study. The QT was measured in fluorescence assay.
Results: The QT activity was considerably higher in the first compared to the second group
(P <0.001). The medians (in nmol / ml / h) for the PCM group and control were respectively
174 (£ SD 122) and 44 (SD = 29). Discussion: The QT activity is elevated in systemic fungal
infections, parasitic and bacterial diseases in lysosomal storage and inflammatory processes.
Their role in the human immune system seems to be related to innate immunity and its
regulation appears complex, involving Thl and Th2 lymphocytes and cytokines. The
variation of serum QT may be a way of inferring the activity of various inflammatory
processes, including fungi, which can help as a biomarker of PCM. Conclusion: The QT can
be in simple method to reveal the presence of inflammatory response associated with fungal
infection. Further tests are necessary to relate clinical-laboratory increased activity of QT as a

biochemical marker in PCM.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A enzima quitotriosidase (QT) é naturalmente produzida pelo organismo humano e
sua atividade é Util no diagnostico e monitoramento terapéutico da doenca de Gaucher tipo I.
E produzida por macréfagos ativados e sua atividade se eleva em muito na doenca de
Gaucher, atingindo até milhares de vezes acima do nivel de pessoas saudaveis.

A atividade da QT estd elevada em neonatos com sepse por Candida spp. e em
algumas outras doencas fungicas sistémicas. Este fenémeno incitou avaliar a sua correlagédo
com a infeccdo por outros fungos, como o Paracoccidioides brasiliensis. Foi realizado teste
piloto e a atividade destas amostras “testes” mostraram-se significativamente elevadas (média
de 224 nmol/mL/h e SD % 95,6) em relacdo a média observada em literatura e na média do
Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo (EIM) do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) realizada em plasma humano de pessoas higidas.

Para chegar a média interna do EIM foram selecionadas 136 amostras de sangue de
pacientes aparentemente saudaveis (cujos hemogramas ndo apresentavam quaisquer
anormalidades e n&do estavam relacionados com doenga infecciosa), vindos da triagem
hematoldgica do HC-UFMG. A média, ndo oficial e ndo publicada, da atividade enzimética
da QT foi de 56,85 nmol/mL/h.

A realizacdo de dosagem piloto justificou-se por ndo haver — em literatura cientifica,
até o inicio deste trabalho — mencéo sobre a atividade da QT relacionada a PCM. A escolha
por utilizar como micose sistémica a PCM baseou-se na sua importancia na satde publica
brasileira, por ja haver um grupo consideravel de pacientes com PCM acompanhados por
longo periodo de tempo pelo Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e

Parasitarias e na necessidade de encontrar biomarcador de facil uso clinico para a PCM.



Com a hipotese confirmada, deu-se inicio aos estudos que ofereceram bases para

originar este trabalho de dissertacao.



2. INTRODUCAO

Adolfo Lutz, em 1908 no Brasil, descreveu em dois pacientes a presenca de lesfes
mucocutaneas e as relacionou a um fungo ainda néo identificado, denominando a nova doenca
de hifoblastomicose pseudococcidididica, para que fosse diferenciada da coccidioidomicose
(LUTZ, 1908). Miguel Pereira e Gaspar Viana (1911) descreveram o primeiro caso de
comprometimento pulmonar associado a essa nova micose. Em 1919, Haberfeld (1919) fez o
diagnostico do acometimento exclusivamente pulmonar por esse fungo, sem que o paciente
apresentasse as lesdes cutaneas e mucosas, sugerindo a hipotese da penetracdo do fungo por
via inalatoria, o que foi posteriormente sugerido por Almeida (1948) e Lacaz (1951)
(ANGULO-ORTEGA, 1972; LACAZ et al, 1959; LACAZ, 1982a). Vaérias foram as
contribuicdes de Splendore e Almeida que caracterizaram o fungo e determinaram alguns dos
mecanismos de sua transmissdo. Foram tdo importantes que a doenca ficou conhecida como
doenca de Lutz-Splendore-Almeida. Diversos outros termos foram usados para descrever a
hifoblastomicose pseudococcidididica como blastomicose sul-americana, granulomatose
paracoccidididica, granuloma paracoccidididico, granulomatose blastomicoide tropical,
granuloma ganglionar maligno de origem blastomicética, culminando por
paracoccidioidomicose (PCM).

Prado et al (2009) considera que no Brasil a PCM constitui-se na maior causa de
morte por micose sistémica em pessoas imunocomprometidas, e a quinta causa de mortes
secundarias a sindrome de imunodeficiéncia adquirida e, no geral, é responsavel pelo décimo
lugar entre as causas de morte por doencas infecciosas e parasitarias. Foi responsavel por 148
mortes entre 2005 e 2006. Possui, portanto, grande impacto na sadude pablica (COUTINHO et

al, 2002; WANKE et al, 1994).



E doenca dinamica e polimorfica, pode recidivar e, nesta eventualidade, apresentar
manifestacdes clinicas diversas das descritas em episodios prévios. As variacdes observadas
na intensidade, extensao, disseminacéo e caracteristicas das lesdes dependem basicamente de
alteracdes da viruléncia do fungo e de flutuacdes da resposta imunoldgica do hospedeiro.
Esses fatores favorecem o comportamento variavel da doenca, o que torna complexo o
estabelecimento de sua classificacdo (FRANCO, 1987; PADILHA-GONCALVES, 1996).

Muitas questdes estdo a serem respondidas em quase todos os aspectos da PCM,
especialmente, em relacdo a sua epidemiologia e riscos de infeccdo; estabelecimento de
diagnostico mais facil, pratico e menos intervencionista; terapéutica por tempo menor do que
usualmente é necessario; e controle de cura.

O estabelecimento diagnostico constitui desafio para a abordagem mais agil e
estabelecimento de terapéutica precoce. Este trabalho procura estabelecer nova estratégia
propedéutica no sentido de obter marcador indireto, sem a necessidade de excisdo de tecido,

para a sugestdo diagnostica da PCM.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Paracoccidioidomicose

O Agente Etioldgico

O Paracoccidioides brasiliensis, fungo assexuado, dimdrfico e termodindmico que a
temperatura ambiente (entre 4 e 28°C) apresenta-se sob a forma micelial, e a 37°C
desenvolve-se como leveduras (LACAZ, 1991). Nos tecidos humanos, o fungo tem forma
esférica, medindo 2 a 30 micrometros ou mais de didmetro, com parede duplamente
refringente. Sua esporulagao multipla resulta no tipico aspecto de “roda de leme”, considerado
patognomonico da doenca. O habitat natural do P. brasiliensis ainda ndo é bem definido, mas
sabe-se que é um fungo saprobidtico relacionado com o solo (MARQUES, 2003) e a maioria
dos casos de PCM acomete trabalhadores agricolas ou jardineiros (mesmo tendo outras
atividades ha anos). A infeccdo primaria se da por inalacdo dos propagulos do fungo
(MARQUES, 2012) — os conidios — e estes, depois de inalados, originam as formas de
leveduras que parasitam os tecidos humanos (SHIKANAI-YASUDA et al, 2006).

As caracteristicas do fungo sugerem que o micélio constitua-se em sua forma de vida
saprofitica, e parece ser em solo e detritos vegetais que ele produz esporos infectantes
(ANGULO-ORTEGA, 1972; LACAZ, 1982a).

O homem era reconhecido como o unico hospedeiro do Paracoccidioides brasiliensis,
entretanto, recentemente foi encontrado tatus (Dasypus novemcitus) naturalmente infectados
em regides endémicas para a PCM. A relevancia deste achado na epidemiologia da PCM

ainda ndo esta completamente elucidada.



Epidemiologia

E doenca propria da América Latina, do México até a Argentina, entretanto, ndo é
encontrada em todos os paises abrangidos nesta faixa (BRUMMER, CASTANEDA e
RESTREPO, 1993), sendo prevalente na Argentina, Brasil, Colémbia e Venezuela
(MARQUES, 2012). Nos paises onde a PCM é endémica, os casos tém distribuicéo territorial
heterogénea, mas tendem a prevalecer em regides proximas as florestas imidas, com poucos
casos a beira-mar e em areas desérticas (BRUMMER, CASTANEDA e RESTREPO, 1993).
As regides com alta incidéncia da PCM sdo de temperaturas médias (17 a 24°C), indice
pluviométrico entre 900 a 1810 mm/ano, presenca de florestas, cursos d’agua, invernos curtos
e verdes chuvosos (RESTREPO, 1985). No Brasil, a maior incidéncia ocorre nos estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (PALMEIRO, CHERUBINI e YURGEL, 2005), o
estado do Parand também figura com significante nimero de casos. A figura 1 representa a
distribuicdo da mortalidade por PCM no Brasil, em 2010, num total de 70 casos registrados

pela Vigilancia Sanitaria nacional naquele ano.

Figura 1
Distribuicdo da mortalidade por Paracoccidioidomicose
no Brasil registrada em 2010, total de 70 casos
26
23
11
8
2 .
[
Centro-oeste Nordeste Norte Sudeste Sul

Fonte: Ministério da Saude/SVS/DASIS — Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM)



A PCM pode acometer individuos de todas as faixas etarias, mas as formas
progressivas da doenca ocorrem mais frequentemente em adultos entre 30 e 60 anos de idade.
As pessoas que exercem atividades agricolas constituem a maioria dos pacientes com a
micose ativa, mas a infeccdo, que era praticamente rural, vem se expandindo para zonas
urbanas, acometendo outras profissdes, mesmo em individuos que nunca sairam dos grandes
centros, 0 que acarreta grande impacto social e econdmico (LACAZ, 1991; SHIKANAI-
YASUDA et al, 2006; WANKE e AIDE, 2009). Em éareas endémicas, a propor¢ao de homens

para mulheres com PCM pode chegar a 13:1.

Fisiopatologia e Patologia

A PCM ¢ adquirida em pessoas saudaveis por intermédio da inalacdo de esporos do P.
brasiliensis, usualmente durante a infancia ou juventude (BRADFORD, 1976; SUNI,
PICKER e MAINO, 1998). A transmissédo da PCM inter-humana ou de surtos epidémicos néo
é conhecida, sendo rara a ocorréncia familiar (BOPP, 1955; FAVA-NETO et al, 1965; LIMA,
1952).

Os esporos ou particulas infectantes tém tamanho diminuto e atingem facilmente os
alvéolos pulmonares em 12 horas, onde ocorre sua transformacdo em leveduras e passam a
multiplicar por brotamento multiplo (LACAZ, 1982b, 1991). O fungo determina o
aparecimento de um processo de alveolite com abundantes neutréfilos, que, posteriormente,
sdo substituidos por celulas mononucleares e macrofagos, seguida de reagdo ganglionar
regional, formando assim, o complexo primario. Ha a formacéo do granuloma epitelidide, que
¢ a forma mais tipica de reacdo inflamatdria tecidual a presenca do P. brasiliensis (CALICH e
KASINHO, 1998; LACAZ, 1982b, 1991). O granuloma que se forma em torno das leveduras,

é constituido por células gigantes e celulas epitelidides, e em sua area central pode-se



observar a presenca de supuracdo e necrose de coagulacdo (FRANCO, GOES e KOURY,
1997; SINU, PACKER e MAINO, 1998; SOUTO et al, 2000; TOBORDA et al, 1998;
TORRES, 2001). O complexo primario na maioria dos casos regride espontaneamente,
embora possa haver fungemia em algum momento da evolucdo, com estabelecimento de focos
metastaticos em qualquer oOrgdo (LONDERO, 1986). O pulmdo é o 0rgdo mais
frequentemente acometido, a semelhanca do complexo primario da tuberculose. Em pacientes
procedentes de zona endémica, infectados com o P. brasiliensis, sem PCM doenca, 0
complexo primario nado se calcifica ou é raro (ANGULO-ORTEGA, 1972; SEVERO, 1979).

As vias de disseminacdo do fungo sdo a linfatica, a hematogénica e a canalicular.
Praticamente todos os orgaos podem ser acometidos (SINU, PACKER e MAINO, 1998;
SOUTO et al, 2000; TOBORDA et al, 1998; TORRES, 2001), sendo frequente o
comprometimento cutaneo-mucoso, linfatico, adrenal, e ainda do sistema nervoso central,
baco, figado, ossos e articulacBes, o que coloca a PCM como uma infeccdo de carater
sistémico. Desenvolvida a hipersensibilidade e a imunidade celular, os focos primarios sofrem
necrose, em geral sem calcificacdo, que podem conter fungos vidveis, quiescentes. A
ocorréncia de infeccdo priméaria em pacientes imunodeficientes associa-se especialmente com
evolucdo das lesdes priméarias de forma progressiva e capaz de determinar lesdes graves, de
curso agudo, seja com lesbes pulmonares infiltrativas agudas, ou extra-pulmonares
decorrentes de disseminacdo hematogénica primaria, com apresentacdes polimorficas,
variaveis com a idade do paciente (LONDERO, 1986).

O desenvolvimento da doenca PCM, representada por lesdes que produzem sinais e
sintomas, surge notadamente a partir da terceira, especialmente, quinta e sexta décadas de
vida, com 0 maximo de prevaléncia de acometimento pulmonar na quinta década de vida

(LEME, 1989).



A imunidade inata atua contra o fungo, primariamente, nos focos de infeccdo nos
pulmdes, com secrecdo de sustancias antimicrobianas, e pela fagocitose pelos macréfagos
alveolares, e a modulacdo do processo inflamatorio por intermédio da secre¢édo de citocinas
(GALICH et al, 2008).

As cicatrizes decorrentes destas lesfes iniciais podem se tornar estéreis, com
destruicdo dos fungos, mas em muitos casos ocorre persisténcia destes microorganismos, com
formacéo de um foco latente ou quiescente (BRADFORD, 1976; SINU, PACKER e MAINO,
1998). Excepcionalmente pode haver progressdo das lesdes primarias com desenvolvimento
de sinais e sintomas que irdo caracterizar a forma aguda ou subaguda da PCM (SINU,
PACKER e MAINO, 1998; SOUTO et al, 2000; TOBORDA et al, 1998; TORRES, 2001),
principalmente vista em pacientes com deficiéncia imunitaria (FRANCO, GOES e KOURY,
1997; SOUTO et al, 2000). Na maioria dos casos, entretanto, observa-se um periodo de
laténcia prolongado, apds a involucdo das lesdes primarias, que podera durar anos, e a doenca
sO podera aparecer, agora na sua forma cronica, por reativacdo de focos quiescentes, onde
permaneceram fungos viaveis, com propagacao para outros 6rgdos. Os fatores envolvidos na
reativacdo do foco residual ou quiescente ainda ndo foram plenamente estabelecidos.

Alguns fatores como idade, sexo ou genéticos (ANGULO-ORTEGA, 1972; LACAZ,
1982a) podem estar relacionados ao processo de reativacdo. E relatada maior prevaléncia no
sexo masculino, sendo sugerida uma protecdo das mulheres a doenca relacionada ao
estrogeno, que inibe a transformacdo do micélio em levedura (SINU, PACKER e MAINO,
1998; SOUTO et al, 2000; TOBORDA et al, 1998). Este fato é, entretanto, questionado desde
que um fator ocupacional de exposicdo ao fungo possa ser responsavel por esta diferenga do
acometimento entre os sexos (DEL NEGRO, 1982; GONTIJO et al, 2003; RESTREPO et al,
1976). E importante notar, entretanto, que na primeira década de vida, quando ndo ha

maturidade sexual, tanto a infec¢do quanto a doenca ocorrem em ambos 0S Sexo0s, € nao se



observa diferenca significativa entre sexos nesta faixa etdria quanto a reacdo a
paracoccioidina (DEL NEGRO, 1982).

A inflamacdo paracoccidioidica pode assumir trés padrdes anatomo-patoldgicos
gerais: 1) granuloma epitelidide, 2) forma necrosante-exsudativa e 3) forma mista. O
granuloma epitelidide € subclassificado em granuloma compacto - bem definido, de padréo
tuberculdide, formado por células epitelidides e gigantes multinucleadas, muitas contendo o
fungo degenerado, em quiescéncia ou em reproducdo ativa; e em granuloma frouxo, nos quais
a reacdo epitelidide é mal definida e sdo observadas células gigantes multinucleadas em
namero variavel com inflamacdo predominantemente exsudativa, edema e congestdo, o que
confere o aspecto frouxo a lesdo. A forma necrosante-exsudativa caracteriza-se por necrose,
que pode ser isquémica (por falta de aporte sanguineo), caseosa (semelhante a observada nas
lesbes da tuberculose), gomoide (liquefativa, com fungos numerosos) ou supurativa
(liquefativa, em padrdo semelhante a abscesso, com numerosos neutrofilos e fungos). A forma
mista (granulomatosa-necrosante) caracteriza-se pela combinacdo dos elementos descritos,

com padrdo granulomatoso na periferia da leséo e necrose central (FRANCO et al, 1987).

Classificacdo Clinico-Patoldgica

A classificacdo mais utilizada atualmente, estabelecida de acordo com a comissao
reunida em Botucatu (1983) e Medellin (1986) é a seguinte (ANGULO-ORTEGA, 1972;
FRANCO et al, 1987; CALICH e KASHINHO, 1998; DEL NEGRO et al, 2000; DINIZ et al,
2001; MONTENEGRO, 1986; SHIKANAI-YASUDA et al, 2006):

1) PCM-infecgdo: periodo em que a doenga encontra-se silenciosa, sem sinais ou
sintomas aparentes. Apesar disso, 0 hospedeiro pode desenvolver resposta imunoldgica

especifica contra o fungo e assim, a intradermorreacdo com paracoccidioidina pode ser



positiva. Nessa fase, podem ocorrer: regressao do foco infeccioso, com destruicdo do fungo e
formacéo de cicatrizes estéreis; regressdo, com manutencdo de fungos viaveis e formacéo de
foco quiescente; ou progressao, levando ao aparecimento de sinais e sintomas;

2) PCM-doenca: caracterizada pelo aparecimento de manifestacdes clinicas, atraves da
evolucdo direta do complexo primario (lesdo de inoculacéo e lesdes linfaticas associadas), da
reativacdo de um foco quiescente do complexo primario (re-infeccdo endogena) ou de re-
infeccdo exdgena apds uma infeccdo prévia. Uma vez estabelecida, a doenca pode evoluir de
dois modos:

2.1) Forma aguda ou sub-aguda (tipo juvenil): a partir de uma lesdo primaria
geralmente ndo detectada, ocorre progressdo rapida por disseminacdo linfatica e
hematogénica ao sistema mononuclear fagocitario (baco, figado, linfonodos e medula
6ssea), com disfuncdo dos 6rgdos acometidos, que pode ser moderada ou intensa. E
mais comum em jovens. Envolve cerca 5% dos casos de PCM e acomete
principalmente criancas e adolescentes de ambos 0s sexos. Possui evolugdo rapida. A
sua principal sintomatologia é constituida por linfadenomegalia, manifestacdes
digestivas, hepatesplenomegalia, envolvimento dsteo-articular e lesGes cutaneas. Na
maioria dos casos, a resposta imunoldgica humoral tende a ser mantida com altos
titulos de anticorpos, enquanto a resposta celular mostra-se intensamente deprimida.
Ao exame histopatoldgico, observam-se granulomas frouxos com grande nimero de
células leveduriformes multiplicando-se ativamente;

2.2) Forma cronica (tipo adulto): a partir do complexo primario ou de um foco
quiescente, a doenca progride lentamente para acometimento leve, moderado ou grave
(eventualmente fatal). E mais comum em adultos masculinos. A resposta imunoldgica
humoral especifica é variavel, de acordo com a gravidade clinica. Em relagéo a forma

aguda, verifica-se a histopatologia mais granulomas epiteliéides compactos com



menor ndmero de células fungicas. Representa mais de 90% dos casos de PCM, e
acomete adultos entre 30 a 60 anos, principalmente homens. A sua evolucdo é lenta e
silenciosa. Pode ser do tipo:

2.2.1) Unifocal: quando é acometido um Unico 6rgao ou sistema. Essa
forma é habitualmente verificada nos pulmdes, mas, eventualmente, verifica-se
envolvimento mucocutaneo isolado (forma unifocal tegumentar);

2.2.2) Multifocal: quando ocorre disseminacdo broncogénica (a partir
de foco pulmonar primario), linfatica ou hematogénica. Nesse caso, a infeccao
torna-se disseminada, atingindo especialmente o sistema nervoso central, a
pele, a mucosa oral, 0s intestinos, 0s 0ss0s, as adrenais e 0s 0rgdos genitais;

3) Formas residuais ou sequelas: apesar de ndo haver mais células viaveis do parasita,
a fibrose resultante do processo inflamatorio pode provocar varias disfungdes, na dependéncia
do orgdo afetado, podendo promover insuficiéncias pulmonar (doenca pulmonar obstrutiva

cronica, disfonia, cicatrizes laringeas), adrenal, renal, e colestase.

Manifestagdes Clinicas

Todo o periodo de estabelecimento primario do P. brasiliensis é assintomatico,
embora haja desenvolvimento de resposta imunitaria humoral e celular (BRADFORD, 1976).
E importante destacar que o homem é um hospedeiro resistente ao P. brasiliensis, uma vez
que o nimero de pacientes expostos ao fungo é bem maior que o nimero de pacientes que
desenvolve a doenca.

O aparecimento da primeira sintomatologia pode ser muito lenta (média de 15,3 anos).
Ha relatos de pessoas residentes em paises sem PCM que viajaram para areas endémicas e

apresentaram a doenga muitos anos depois (BRUMMER, CASTANEDA e RESTREPO,



1993). A recente ocorréncia da doenca em paises antes sem relatos pode estar associada as
viagens internacionais e imigracao de pessoas de areas endémicas. Esse fato significa grande
risco a saude publica para esses locais, pois a doenca pode nédo ser diagnosticada — seja por
sua evolucdo silenciosa, pela falta de experiéncia do corpo clinico ou mesmo confusdo da
forma pulmonar com doencas como tuberculose ou sarcoidose (BUITRAGO et al, 2011;
KAMEI et al, 2003) e inexisténcia de metodo acurado para estabelecer seu diagnostico
indireto.

As manifestacdes clinicas mais frequentes em adultos sdo representadas por lesdes
orofaringeanas, pulmonares e linfonodais. A sintomatologia respiratéria é frequentemente
inespecifica e bem tolerada. A sintomatologia respiratdéria usualmente se instala
insidiosamente, caracterizada por tosse seca, discreta, irritativa (FURTADO, 1952;
GONCALVES et al, 1980; LOUZADA, 1952; MACHADO FILHO, 1954), ou mais
raramente com expectoracdo mucosa. Podem estar presentes dispnéia, dor toracica e
inapeténcia (MACHADO FILHO, 1954; MACHADO FILHO e MIRANDA, 1960; SEVERO,
1979).

A doenca geralmente causa lesdes na pele. A face € comumente afetada, com lesdes ao
redor da boca e nariz (MARQUES, 2012). As mucosas oral, faringea e laringea sdo afetadas
em mais de 70% de pacientes adultos, com a observacdo de ulceragdes superficiais de
aparéncia granular ou pontilhados hemorragicos. Observa-se a presenca de nddulos linfaticos,
superficiais ou profundos, especialmente, em pacientes com menos de 30 anos de idade. Os
nddulos sdo inicialmente firmes, hipertroficos e dolorosos. Os pacientes geralmente
apresentam febre e fraqueza.

A sintomatologia geral principal é representada pela adinamia e odinofagia. E rara a
descricdo de temperatura corpdrea acima de 37,4°C. Pode haver emagrecimento (15 kg em

média), e linfadenomegalia. A evolugdo da sintomatologia é imprevisivel, em média entre



dois e trés meses e até em anos (BALDO, 1953; LOUZADA 1954; RIZZON, 1980; ROLON,
1976). As manifestacOes clinicas internas principais dependem do acometimento pulmonar,
podendo produzir tosse seca ou produtiva e dispneia. Nos jovens também é comum o
envolvimento hepatico e esplénico na forma aguda/subaguda da PCM (FRANCO et al, 1987;
MARQUES, 2012). As glandulas adrenais sofrem infec¢do subclinica em varios pacientes,
podendo evoluir como sindrome de Addison (GONTIJO et al, 2003; DEL NEGRO, 1982;
GONZALEZ et al, 2000). Os ossos também podem estar comprometidos em 6 a 20% dos
pacientes, com lesdes frequentes no torax, regido escapular e bracos (MARQUES, 2012).
Apesar de ser considerado um fungo patogénico, o P. brasilienses adquire as vezes
carater oportunista (GOLDANI e SUGAR, 1995), o que constitui assunto de grande
relevancia dado o crescente numero de pacientes com imunodeficiéncia.
Paracoccidioidomicose multissistémica grave tem sido descrita associada a leucemia, linfoma,
terapéutica imunossupressora, transplantes e a sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(GOLDANI e SUGAR, 1995). Apresenta-se, nestas circunstancias, de forma aguda ou
subaguda, febril e sistémica, com granulomas frouxos e ricos em fungo demostraveis na
histopatologia. A associagdo da PCM pulmonar e tuberculose, fato observado em diversas
séries, sempre foi motivo de dificuldade no diagndstico e as vezes de insucesso terapéutico.
As descrigdes da literatura incluem parcela significativa de trabalhos que incluem pacientes
com a concomitancia das duas doengas, ou presentes em sua historia pregressa (AZEVEDO,
1980; MARTINS, 1984; LEME, 1989; TRAD, 2006). Outras descri¢cdes excluem pacientes
que apresentam associacdo com tuberculose (FERREIRA, 1966; GONCALVES e BARDY,
1946). A associagéo entre PCM e tuberculose variou entre alguns trabalhos de 3,8 e 15% em
algumas séries apresentadas na literatura (TRAD, 2006; LEME, 1989). As alteracOes

radiograficas observadas nas duas doencas por vezes se superpdem, havendo autores que



sugerem em alguns casos ser possivel orientar o diagndstico para uma ou outra doenca em

funcdo das alteracdes apresentadas.

Manifestactes Laboratoriais

O diagnostico de certeza da PCM € obtido pela visualizacdo do fungo em algum
material biologico, por meio de exame direto, cultura ou exame anatomopatoldgico de peca
cirurgica (BRADFORD, 1976).

Na PCM pulmonar exclusiva, 0 escarro é considerado o material mais Gtil para o
exame micologico direto (LONDERO, 1986), embora a sua confiabilidade tenha sido
inicialmente questionada em pacientes que apresentavam lesGes orofaringeas e nenhuma
anormalidade nas telerradiografias de torax (GONCALVES e BARDY, 1946; LEME, 1989).
O lavado ou aspirado bronquico e, mais raramente, o aspirado pulmonar transcutaneo ou
fragmento de tecido obtido por bidpsia sdo submetidos a exame (LONDERO, 1986). A
bidpsia pulmonar a céu aberto chegou a ser recomendada nos casos em que nao € possivel
estabelecer diagndstico por outros procedimentos (RODRIGUEZ, 1961). O material obtido
por aspiracdo transcutanea pulmonar é submetido a exame microscépico em potassa a 10% e
ao cultivo em meios de rotina. A bidpsia pulmonar obtida com agulha lancetante ou a céu
aberto deve ser preservada em frasco esterilizado, sobre gaze umedecida em agua destilada
esterilizada, e parte do material enviada para exame histopatolégico e micolégico. Os cortes
histoldgicos devem ser corados a hematoxilina e eosina e por uma técnica de impregnacéo de
prata (LONDERO, 1986). Nos pacientes com PCM pulmonar e acometimento cutaneo-
mucoso, o isolamento do fungo em geral é feito a partir das lesdes cutaneo-mucosas, de mais

facil acesso.



O diagnostico é também realizado com as técnicas micoldgicas que demonstram o P.
brasiliensis apos cultivo.

O diagndstico presuntivo pode ser baseado em provas soroldgicas, como evidéncia
indireta da presenca do fungo no paciente, quando nao é possivel o seu isolamento. Os
exames soroldgicos através da pesquisa de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis ainda
tem valor limitado. Auxiliam no diagnostico e servem para monitorar a resposta terapéutica e
recuperacdo clinica. O mais utilizado dos testes sorologicos é a técnica de imunodifusdo para
identificacdo da glicoproteina 43 (gp43), antigeno especifico do P. brasiliensis (MARQUES,
2003, 2012).

O estabelecimento de diagndstico facil, objetivo, pratico, ndo intervencionista,

confiavel, continua a representar grande desafio na PCM.

3.2 Quitotriosidase

Conceito

A quitotriosidase (QT) é uma enzima humana pertencente a familia enzimatica
18-glicosil-hidrolase (18GH), onde se encontram as enzimas do tipo quitinases, classificadas
pela Enzyme Commission (EC) como nimero 3.2.1.14 (HENRISSAT, 1991).

As quitinases estdo presentes em animais e plantas e podem estar envolvidas na
degradacdo de compostos de quitina presentes em patdgenos, porém ainda ndo ha

comprovacao do seu mecanismo de acéo claro e sua fungdo especifica no homem.



Classificacao

As quitinases sdo classificadas dentro das familias 18GH e 19GH, baseado na sua
familiaridade de sequéncia de aminoacidos e ligadas pela capacidade de hidrolisar a quitina e
a quitodextrina, um oligossacarideo (GUAN et al, 2009).

A QT tem varias regides constantes com alta homologia aquelas presentes em
quitinases de diferentes espécies, mostrando preservacdo da familia 18GH ao longo do tempo
(BOOT et al, 1995). O gene humano da QT esta localizado no cromossomo 1931-g32 e é
homologo a outras quitinases encontradas na natureza (HU et al, 1996; RENKEMA et al,
1998).

A quitina possui estrutura de polimero com unidades repetidas de B-(1-4)-poli-N-
acetil-D-glicosamina, sendo o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, atras
apenas da celulose (LEE et al, 2010). E o maior componente estrutural de exoesqueleto de
crustaceos e insetos, parede celular de fungos e membrana de microfilarias em parasitas
nematodos, mas ndo é encontrada em vertebrados (GUAN et al, 2009; LEE et al, 2010). As
quitinases humanas somente sdo encontradas na familia 18GH; e sdo reconhecidas como
quitinases humanas a QT (ou quitinase 1), quitinase mamifera acida (AMCase), YKL-39,
YKL-40, oviductina, di-N-acetil-quitobiase e SI-CLP (GUAN et al, 2009). A quitina esta
envolvida em vias da resposta imunolégica inata, pois dispara protecdo contra infeccdo por

organismos possuindo quitina em sua superficie (BURTON e ZACCONE, 2007).

Funcéo

As enzimas ditas quitinases verdadeiras (QT, AMCase e di-N-acetil-quitobiase)

exercem atividade quitinolitica, enquanto que as chamadas “proteinas tipo quitinases” (CLP



em inglés, chitinase-like proteins) apenas catalisam o residuo de &cido glutdmico da quitina,
ligando-se a estrutura da quitina. As CLP também s&o conhecidas como quitolectinas (GUAN
et al, 2009; LEE et al, 2010).

A QT, como a AMCase, conttm um dominio ligante a quitina e outro dominio
enzimatico que catalisa a hidrolise de pontes glicosidicas do tipo B(1-4), em carboidratos. Ndo
foi identificada nenhuma substancia endégena em mamiferos, como substrato para essas
enzimas (LEE et al, 2010).

A fonte da QT sdo os macrofagos (HOLLAK et al, 1994). A QT, ao contrario da
maioria das enzimas hidrolases lisossomais, ndo é uma enzima naturalmente estocada, pois 0s
macrofagos sdo capazes de produzir grande quantidade de QT a partir de um estimulo
especifico (BOOT et al, 1995).

A QT humana existe sob duas isoformas: proteica inativa de 50kDa e enzimatica ativa
de 39kDa, esta Ultima é expressa, estocada e ativada — por protedlise — nos lisossomas dos
macrofagos. A isoforma predominantemente secretada é a de 50kDa (RENKEMA et al,
1997). E estimado que na populacdo mundial em geral exista 6% de humanos com
homozigose para a mutacdo que gera inatividade para a QT. A mutacdo que produz auséncia
de atividade para a QT ¢é explicada pela insercdo de pares de bases no gene responsavel pela
producdo da enzima o que inibe a transformacdo da forma 50kDa para a ativa, de 39kDa

(BOOT et al, 1998; VAN EIK et al, 2005).

Marcador Laboratorial

A atividade da QT esta muito elevada em doengas de deposito lisossomal. Na doenca

de Gaucher tipo I, por exemplo, a atividade da QT pode ultrapassar facilmente em 1000 vezes



os valores fisiologicos normais (HOLLAK et al, 1994), caracteristica esta que faz com seja
utilizada como marcador bioquimico indireto no tratamento dessa doenca.

Como a quitina, nos fungos, representa 0 maior componente de sua parede celular,
uma quitinase pode ter efeito inibitorio no crescimento ou até mesmo ser fungicida para estes
microrganismos, visto que sem a protecdo da parede celular as células fungicas certamente
sofreriam lise pela pressdo osmdtica. Barone, Sotgiu e Musumeci (2007) atribuem o aumento
da atividade da QT como resposta ancestral da imunidade inata com funcdo de hidrolise da
quitina. Foi relatada a inibicdo do crescimento de hifas de fungos em presenca de
concentragdes elevadas de QT (VAN EIJK et al, 2005). E proposto que individuos sem a
expressao dessa enzima possam ser mais vulneraveis as infecgdes fungicas (MASOUD et al,
2002). Ha estreita relacdo entre atividade aumentada da QT em neonatos com infeccao
fangica sistémica, o que pode realcar a sua possivel importancia como biomarcador para
evidenciar e monitorar a evolucao desse tipo de doenca (LABADARIDIS et al, 2005), como
ja utilizado na doenca de Gaucher. Outro estudo, nessa mesma dire¢do (LABADARIDIS et al,
1998) demonstrou que houve reducdo dos niveis de QT, em plasma e urina, com melhora
simultdnea da condicdo clinica de neonatos acometidos por candidiase sistémica,
acompanhados da normalizacdo de pardmetros laboratoriais (contagem global de leucdcitos e
velocidade de hemossedimentacao) desses pacientes.

Masoud et al (2002), em individuos que sofreram sepse por Candida, demonstraram

que a prevaléncia de homozigose para a QT deficiente foi similar a da populagéo normal.



4. JUSTIFICATIVA

A PCM é doenca grave que desencadeia grande impacto em saude publica e
individual. Dentre as doencas infecciosas e parasitarias, € a décima mais letal, no Brasil,
acometendo — principalmente — pessoas na idade produtiva. Grande parte dos pacientes com
PCM enfrentam longa jornada desde o aparecimento da primeira sintomatologia até seu
diagnostico e tratamento. Existe pouca informacao sobre a PCM, o seu diagndstico clinico é
semelhante a multiplicidade de outras doencas e depende da identificacdo do fungo, o que
depende, em geral, de atividade avancada da doenca e seus critérios de cura ndo sdo bem
definidos. A técnica laboratorial confirmatoria para diagnostico da PCM ¢é realizada por
visualizacdo direta do fungo e/ou bidpsia, logo, é necessario buscar métodos confiaveis nédo
invasivos para o diagnostico e tratamento da doenca.

A técnica de dosagem da atividade da QT é relativamente simples, de baixo custo
operacional e que deve ser avaliada em relacdo aos fungos devido a sua relacdo com marcador
de atividade de constituicdo da parede flangica, e, portanto, de defesa de toda micose
sistémica.

A identificacdo precoce da atividade da PCM pode tornar o tratamento por tempo
menor do que o usual, o que favorece a aderéncia e maior probabilidade de cura real.

Este estudo busca esclarecer o papel da QT na avaliacdo da atividade da PCM e como

método de significacdo clinica para acusar a infeccao.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Principal

Relacionar a atividade da enzima quitotriosidase sérica com a paracoccidioidomicose

cronica ndo tratada.

5.2 Objetivos Secundarios

e Dosar a atividade da quitotriosidase em amostras (soro) de pacientes com PCM
cronica diagnosticada, antes do tratamento;

e Dosar a atividade da quitotriosidase em amostras (soro) de pessoas higidas da
comunidade (grupo controle negativo);

e Determinar se a elevacdo da atividade enzimatica é significativa para fins diagnosticos

da PCM.



6. MATERIAL E METODO

6.1 Delineamento do estudo e Metodologia

Este € um estudo observacional, prospectivo, caso-controle, com casuistica de 14
sujeitos em cada grupo. A metodologia utilizada consiste em selecionar amostras de soro
disponiveis de pacientes com PCM cronica, antes do tratamento, convidar e selecionar
pessoas higidas para obter amostras de sangue (soro) como referéncia de ndo doenca e dosar a
atividade da QT nessas amostras. Para o grupo de pessoas higidas, foi aplicado questionario
para coleta de dados sobre existéncia de doencas cuja atividade da QT é sabidamente elevada,

e entdo considerar ou ndo a mostra do voluntario para uso no trabalho.

6.2 Amostras

6.2.1 Grupo Caso

Foram utilizadas 15 amostras de soro de pacientes diagnosticados com PCM e néo
tratados (aproveitadas de biorrepositério de pesquisa anterior aprovada pelo COEP-UFMG),
atendidos e acompanhados pelo ambulatorio do Centro de Tratamento e Referéncia em
Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP) de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
Houve perda de uma amostra (contaminagdo microbiologica), tendo o estudo que seguir com

as 14 restantes.



Criterios de incluséo

Foram incluidas as amostras, no estudo, de pacientes:
e Com diagnostico de PCM cronica;

e Sem terapéutica especifica contra a PCM;

e Sem outra doenca conhecida capaz de elevar a atividade da QT;

Critérios de excluséo
Foram excluidas do estudo as amostras de pacientes que foram contaminadas por

bactéria ou fungo.

6.2.2 Grupo Controle

Foi constituido por pessoas voluntarias saudaveis e maiores de 18 anos, selecionados
por convite para a pesquisa. Essas pessoas foram informadas de que se tratava a pesquisa, dos
riscos sobre a pungdo venosa de sangue, da forma e meios para a coleta de sangue e assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) concordando com o0s termos
informados pelos pesquisadores. Para as pessoas do grupo controle, foi aplicado questionario
de presenca ou antecedéncia de PCM e presenca de doencas nas quais a atividade da QT é
sabidamente elevada. Foram utilizadas 14 amostras de soro, dos 17 voluntarios. Das trés
perdas, uma exclusao ocorreu pelo voluntario declarar apresentar diabetes mellitus do tipo 2 e
nas outras duas devido ao valor da atividade da QT exceder 5% do Coeficiente de Variacéo

em sua dosagem (ver topico 5.5)



Criterios de incluséo

Foram incluidas no estudo as pessoas com as caracteristicas:

e Ser maior de idade;

e Nao ter antecedéncia nem presenga de PCM,;

e Ndo estar doente de infeccdo bacteriana, fungica ou viral, tuberculose, hanseniase,
sarcoidose ou algum tipo de céncer;

e Concordancia em participar do estudo, assinando o TCLE.

Criterios de excluséo

Foram excluidos do Grupo Controle quando foi observada:

e Contaminacao da amostra por bactéria ou fungo;

e Atividade elevada da QT e presenca de doenca (informada no TCLE) relacionada a
essa elevacao em literatura cientifica;

e Desisténcia em participar do estudo.

6.3 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP), da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG), de acordo com o Parecer n°® 181.805.

6.4 Atividade da QT em soro humano

O soro foi obtido por centrifugacdo (3000RPM/10 minutos) do sangue total coagulado,
ap0s puncdo venosa, e estocado a -20°C até o momento da dosagem. Esta foi realizada no

Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do HC-UFMG. A atividade da QT foi feita de



acordo com técnica descrita por Hollack et al (1994), modificada, onde 5 pul de soro foi
incubado com 200 pl do substrato 4-metilumbiliferil-B-D-N-N’-N"’-triacetilquitotriosideo
(4-MU-quitotriosideo) a 0,022mM (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), em solucéo
tampéo citrato-fosfato 0,1-0,2M (Sigma-Adlrich Co., St. Louis, MO, USA), pH 5,2 por 15
minutos sob temperatura de 37°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 2 ml de solucéo
tampdo glicina 0,3M (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em pH 10,6. A fracdo
fluorescente clivada do substrato pela enzima foi medida por um espectrofluorimetro Hitachi
F-2500 (Hitachi High-Technologies Co., Toquio, Japdo), comprimento de onda de excitacdo
(EX) em 366 nm e de emissdo (EM) em 446 nm. A fenda oOptica (slit) foi de 5 nm para ambos
EX e EM. O coeficiente de variacdo (CV) entre as duplicatas foi de, no maximo, 5% em todos
0s casos, mantendo boa reprodutibilidade (CANUDAS et al, 2001; COMABELLA et al,
2009).

A atividade da QT foi expressa em nanomol de substrato hidrolisado por hora por mL

(nmol/h/mL).

6.5 Analise estatistica

O calculo amostral foi realizado pelo programa G-Power 3.0, os dados nédo tiveram
distribuicdo normal, entdo utilizou-se método de analise ndo paramétrico de Wilcoxon-Mann-
Whitney. Atribuindo o Erro do tipo a em 0,05 e Poder do teste em 95%, obtivemos retorno do
namero de oito individuos para cada grupo, porém ja possuiamos 15 amostras disponiveis
para 0 grupo caso e pareamos a quantidade para o grupo controle. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada pelo programa GraphPad Prism 6, pelo teste de Mann-Whitney,

considerando a significancia clinica se o valor de P < 0,05.



7. RESULTADOS

No grupo PCM, das 14 amostras foram obtidas mediana, média e desvio padrdo de
174, 191 e 122 nmol/mL/h, respectivamente. No grupo controle (controle negativo), das 14
amostras incluidas foram obtidas mediana, média e desvio padrédo de 44, 44 e 29 nmol/mL/h,
respectivamente. A andlise estatistica demonstrou que a diferenca entre os dois grupos foi
bastante significativa, com valor de P < 0,0001 (quando 0 necessario seria ser menor que
0,05). O resultado de todo o grupo controle ficou na faixa de até 100 nmol/mL/h, os
resultados do grupo PCM — com excecdo de trés amostras — ficaram acima desse valor de
atividade (Figura 2).
Tabela 1: Atividade da enzima quitotriosidase (em nmol/mL/h) no soro de pessoas do grupo
controle e dos pacientes do grupo paracoccidiodiomicose selecionados de casuistica agrupada
do Centro de Referéncia e Treinamento em Doencas Infecciosas e Parasitarias — Ambulatério

de referéncia em Paracoccidioidomicose do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Grupo
Grupo Controle Paracoccidioidomicose
Amostras | Atividade | Amostras | Atividade
1 15,7 1 191,8
2 28,0 2 108,2
3 81,0 3 512,8
4 80,6 4 163,4
5 51,6 5 229,2
6 61,1 6 154,9
7 6,2 7 184,4
8 94,7 8 93,9
9 16,9 9 78,4
10 25,9 10 158,0
11 61,5 11 2145
12 35,4 12 365,0
13 10,5 13 34,2
14 52,3 14 185,1
Meédia: 44 4 Meédia: 191,0




Figura 2

Quantidade de pessoas por faixas de atividade
da quitotriosidase nos grupos Controle e PCM

10

4 O CONTROLE (n=14)

2 W PCM (n=14)

Quantidade de pessoas

Até 50 51-100 101-150 151-200 201-250 >251

Atividade enzimatica em nmol/ml/h

Tabela 2: Descricdo dos pacientes do grupo paracoccidiodiomicose selecionados de
casuistica agrupada do Centro de Referéncia e Treinamento em Doengas Infecciosas e
Parasitarias — Ambulatorio de referéncia em Paracoccidioidomicose do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais

Paciente |dade Sexo Profisséo Naturalidade | Forma da doenca Tempo de evolugao
(anos) (em meses)
1 57 M Pedreiro Tabuleiro-CE Mucosa 5
. Santa Rita do
2 50 M Padeiro Suacui-MG Mucosa 8
Santana dos .
3 65 M Lavrador Montes-MG Mucosa, laringea 4
4 2 M Lavrador Santa Luzia- J_lnfonodal, 8
MA cutanea, pulmonar
5 76 M Lavrador Icarai-MG Laringea 12
6 55 M Guacui-ES Linfonodal, cutanea
Conceicédo do .
7 48 M Porteiro Mato Dentro- LAmeHOdaI’ 3
cutanea, mucosa
MG
8 56 M Pedreiro Bananal-MG Cerebral, pulmonar, 15
mucosa
Santo Antdnio
9 56 M Carregador do Grama-MG Mucosa 3
10 59 M Pedreiro Mantena-MG Cutanea, mucosa 6
11 57 M Lavrador Dom I\S/Ilg eno- Mucosa 6
Nova .
12 67 M Lavrador Venécia-ES Linfonodal 4
13 27 F Dona de casa Belo Linfonodal 12
Horizonte-MG
14 43 M Lavrador Rio '\E/Isgera- Mucosa 4

F = feminino, M = masculino, (--) = ndo disponivel




Tabela 3: Descricdo dos voluntarios do grupo controle, selecionados entre pessoas higidas
que doaram sangue no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais em 2012.

Paciente | Idade (anos) | Sexo Profissdo Naturalidade
1 26 F Bidlogo Entre Rios de Minas-MG
2 29 F Biomédico Itatina-MG
3 54 M Técnico de laboratério Belo Horizonte-MG
4 26 F Farmacéutico Pitangui-MG
5 46 M Farmacéutico Alvarenga-MG
6 46 F Técnico de laboratoério Belo Horizonte-MG
7 43 F Técnico de laboratoério Belo Horizonte-MG
8 56 M Agente administrativo Ponte Nova-MG
9 41 M Técnico de laboratoério Belo Horizonte-MG
10 32 F Técnico de laboratoério Mateus Leme-MG
11 53 F Farmacéutico Brumadinho-MG
12 41 M Secretario Belo Horizonte-MG
13 42 M Assistente administrativo | Belo Horizonte-MG
14 57 F Técnico de laboratério Conselheiro Pena-MG

F = feminino, M = masculino

A atividade de QT em trés amostras do grupo PCM tiveram valores na faixa do grupo
controle, sendo que uma delas com valor abaixo da mediana do grupo controle. No outro
extremo, duas amostras do grupo PCM ficaram distantes acima da mediana desse grupo, com
valores de 365 e 513 nmol/mL/h. O grupo PCM demonstrou grande dispersdo de resultados,
razdo pela qual se utilizou a mediana e ndo a média para analise dos resultados, representados
no gréfico da Figura 3.

Figura 3: Atividade da quitotriosidase nos grupos paracoccidioidomicose (PCM) e controle
negativo (CN) selecionados de casuistica agrupada do Centro de Referéncia e Treinamento

em Doencas Infecciosas e Parasitarias — Ambulatorio de referéncia em Paracoccidioidomicose
e Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Tabela 4. Comparacdo entre as idades e sexo dos grupos paracoccidioidomicose (PCM),
selecionados de casuistica agrupada do Centro de referéncia e Treinamento em Doencas
Infecciosas e Parasitarias — Ambulatorio de referéncia em Paracoccidioidomicose do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e do grupo controle (pessoas higidas).

Grupo PCM Grupo Controle

Idade média
53 42
(em anos)
Homens 13 6

Mulheres 1 8




8. DISCUSSAO

A atividade da QT é bastante intensa em processos patologicos de depdsito
lisossomais, como nas doencas de Gaucher e Niemann-Pick (GUO et al, 1995; HOLLAK et
al, 1994), mas também na inflamacéo croénica (aterosclerose, sarcoidose, esteatose hepatica) e
em processos neurodegenerativos como na doenca de Alzheimer. Pacientes com sarcoidose
crénica apresentam atividade da QT mais elevada do que as pessoas sem sarcoidose. As
pessoas com sarcoidose em fase ativa também apresentam atividade da QT superior a de
pacientes com sarcoidose inativa (GROSSO et al, 2004). BARGAGLI et al, 2007 relataram
na sarcoidose que a atividade da QT esta cerca de 10 vezes mais elevada nos pacientes com a
doenca ativa do que no grupo controle sem a doenca. Esse mesmo estudo demonstrou
atividade da QT aumentada em pacientes com tuberculose pulmonar, porém menos
significativo do que na sarcoidose. CAKIR et al, 2012 também revelaram na sarcoidose
pulmonar aumento significativo da atividade de QT. A atividade da QT estd (LYER et al,
2009) também elevada na hanseniase, sendo observado no soro de pacientes com as formas
multi e paucibacilares e em grupo saudavel (controle) valores de 207,3 + 371,5; 27,9 £ 26,1 ¢
18 + 12,7 nmol/mL/h, respectivamente. Identificou-se, nesse estudo, producdo de QT dentro
de macréfagos, por intermedio de coloracdo histoldgica especifica. O Mycobacterium leprae
ndo contém quitina em suas estruturas de membrana e parede celular. A atividade de QT
também estd aumentada em pacientes com maléria aguda (BARONE et al, 2003). Vérias
outras doengas apresentam elevagdo da atividade da QT, como: B-talassemia (BARONE et al,
1999); doenca de Alzheimer (Di ROSA, et al 2006); esteatohepatite ndo alcodlica
(MALAGUARNERA et al, 2006); e infarto do miocardio extenso. Estes dados sugerem que a

QT pode constituir-se em potencial biomarcador de ativacdo de macréfagos e da associagdo



com inflamac&o arterial (SONMEZ et al, 2010; SOTGIU et al, 2005). Na esteatohepatite ndo
alcoolica a alta atividade da QT ocorre somente nas células de Kupffer (macrofagos do
figado), em que se observa depdsito de lipidios — a semelhanca da doenca de Gaucher.
Observa-se também na esteatohepatite ndo alcoolica correlacdo da expressdo de TNF-a na
inducdo da QT. Na hanseniase, entretanto, ndo se observa correlacdo entre a QT e as citocinas
IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-o (LYER et al, 2009), o que revela maior complexidade da
interacdo desta enzima no processo inflamatério. A atividade da QT esta também elevada —
cerca de 55 vezes — em extratos de placas aterosclerdticas, sugerindo ativacdo de macrofagos
nestes tecidos (BOOT et al, 1999); e em recém-diagnosticados com diabete mellitus tipo 2,
ndo tratados e ndo complicados, sugerindo que a QT também pode ser considerada como
biomarcador para disfuncdo endotelial com o risco de aterosclerose (SONMEZ et al, 2010).
Pacientes com esclerose multipla possuem também atividade plasmatica de QT
significativamente elevada em relagdo ao grupo controle sadio (COMABELLA et al, 2009)
sendo sua atividade usada como marcador da evolucdo de processo inflamatério associado
(VERBEEK et al, 2010).

A provavel funcdo da QT (e quitinases em geral) em microrganismos portadores de
quitina em sua parede é a de favorecer sua exposicdo ao meio ambiente e também a
estimulacgdo de resposta inflamatoria protetora no hospedeiro, como efeito imunoldgico inato,
por intermédio de linfécitos Thl. Van Eijk et al (2005) demonstraram atividade fungistatica
in vitro da QT recombinante em modelos de ratos neutropénicos com aspergilose sistémica e
candidiase sistémica e ainda mostraram que o0 uso desta enzima recombinante aumentou a
sobrevivéncia destes animais. O aumento da atividade da QT também foi detectado em
neonatos com infecgdes por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, indicando que a
variacdo desta atividade nédo seja especifica para infec¢Ges fungicas, mas reflexo de ativacédo

de macrofagos (LABADARIDIS et al, 2005). Varios relatos descrevem que as citocinas pro-



inflamatdérias GM-CSF e TNF-a, além de lipopolisacarideos (LPS), estimulam a sintese de
QT em macrdfagos e também promovem a liberacdo da enzima pelos polimorfonucleares (Di
ROSA et al, 2005; VAN EIJK et al, 2005; MALAGUARNERA et al, 2005). Essa correlacéo
sugere que possa ser benéfico o uso terapéutico de fator estimulador de crescimento de
colénias de macrofagos (GM-CSF) em pacientes com micoses sisttmicas (VAN EIK et al,
2005). A possibilidade do uso da QT recombinante para tratar micoses sistémicas parece
constituir-se em nova estratégia possivel, haja vista a aparente tolerancia de altissimos niveis
da enzima (milhares de vezes acima do nivel basal) em pacientes com a doenca de Gaucher
do tipo | descontrolada (VAN EIK et al, 2005). A atividade plasmatica de QT esta
aumentada durante o tratamento com IFN-B, em pacientes portadores de esclerose multipla,
talvez pelo fato de o IFN aumentar a atividade dos macréfagos (COMABELLA et al, 2009).

O declinio na atividade da QT em pacientes com doenca de Gaucher, ap0s terapia de
reposicdo enzimatica, mostrou constituir-se em parametro importante para mensurar resposta
clinica ao tratamento (HOLLAK et al, 1994). Possui boa estabilidade térmica e versatilidade
em meios de coleta, sem diferenca significativa em valores de atividade quando dosada em
plasma ou soro (GUO et al, 1995; VERBEEK, LEFEBER e JONGEN, 2010).

A QT também esté& envolvida na fase inicial da resposta celular, associada ao aumento
da expressdo do gene CHIT1 (via RNAm) apds tratamento com IFN-y, TNF-a e LPS
(MALAGARNERA et al, 2005). A atividade antifingica de polimorfonucleares de murinos e
humanos é aumentada pelo uso de IFN-y, GM-CSF ou IL-1p, mas ndo por TNF-a ou IL-8. A
capacidade de eliminar P. brasiliensis observada em macr6fagos humanos usando-se TNF-a é
maior do que com IFN-y (KURITA et al, 2000; SOARES et al, 2001).

A QT como pertencente a classe enzimatica das quitinases poderia ser considerada
fator de protecdo contra patdégenos contendo quitina em sua estrutura. A sua influéncia no

sistema imunologico depende de como a quitina se apresenta. Pode induzir resposta alérgica



de linfécitos Th2 (producdo de asma brénquica, por exemplo, se inalados) quando estd em
fragmentos de tecidos de crustaceos; entretanto, na forma purificada e — principalmente — em
pequenas particulas (1 a 10 pum), possui a¢do contraria, inibindo a resposta imunoldgica
alérgica do tipo 2, pois estimula a producéo de citocinas como IL-12, IL-18, TNF-a e INF-y e,
consequentemente, inibe a producdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfocitos Th2
(LEE, 2009; MUZZARELLI, 2010; SHIBATA, METZGER e MYRVIK, 1997). A
purificacdo da quitina proveniente de estruturas dos crustaceos remove proteinas, lipidios e
outros contaminantes como o alergeno tropomiosina, 0 que a torna pura, e pode inibir a
resposta imunoldgica alérgica do tipo 2 e estimular a resposta inata em macrofagos. Os relatos
de inducdo de resposta alérgica (asma brénquica) apOs pessoas serem expostas ao contato com
crustaceos refere-se a quitina impura. Por isto ndo é razoavel haver resposta de linfécitos Th2
a quitina pura (MUZZARELLLI, 2010). A estimulacdo dos macrofagos pela quitina (ou seus
derivados) é especifica e complexa.

A quitina pode interagir com diferentes receptores de superficie celular como os
receptores de manose, Toll-Like 2 (TLR-2) e de lectina tipo C dectina-1 (LEE, 2009). A
ativacdo inicial de macréfagos via receptores TLR-4, na infec¢do por P. brasiliensis, ndo é
suficiente para controlar a infecgdo paracoccidioidomicética, parecendo que elevados niveis
de IL-12 favorecem o aumento de leveduras viaveis. Observa-se que em modelos deficientes
do receptor TLR-4 h& maior resisténcia ao P. brasiliensis em relacdo a modelos com receptor
normal; e que em casos de PCM grave associa-se com o aumento dos niveis de IL-12 e IFN-y
pulmonar, sugerindo que a producdo destes mediadores pro-inflamatérios ndo promovem
protecdo imunoldgica. Observa-se também que a producdo de Oxido nitrico, pelos
macrofagos, parece ser fator protetor contra infeccdo pelo P. brasiliensis, visto que em
camundongos deficientes para producédo de oxido nitrico a PCM é mais grave (CALICH et al,

2008).



Na infeccdo por P. brasiliensis, a primeira linha de defesa imunolégica humana € a
imunidade inata e — caso esta fase da resposta imunoldgica ndo seja suficiente para inibir a
infeccdo primaria — entra em cena a imunidade celular adaptativa. Nesta etapa, o fungo pode
estimular duas vias (Thl ou Th2) com citocinas de funcbes antagdnicas: na via celular Thl,
ha liberacdo de IL-12, IFN- y ¢ TNF-qa, as quais irdo estimular a inflamacdo e destruicdo
direta do patdgeno invasor, gerando doenca subclinica; ja na via Th2, ha predominio da
producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10, direcionando para a producdo de
imunoglobulinas especificas (IgE e 1gG), gerando doenca clinica (BENARD, 2008). A
resisténcia a PCM esta associada a resposta imunologica celular (com a ativacdo de células
fagocitarias), enquanto que a suscetibilidade esta associada a falha da resposta imunoldgica
celular e predominio da ativacdo das células B (imunidade humoral, com producdo de
imunoglobulinas especificas), sendo que a polarizacdo para a via Th2 € frequentemente vista
(BENARD, 2008; CALICH et al, 2008).

A citocina INF-y ¢ vista como importante fator na resisténcia humana para a PCM,
visto que macréfagos tratados com IFN-y, a 300U/mL por 3 dias, inibiram significativamente
a replicacdo do P. brasiliensis intracelular — em condi¢Ges normais, o fungo consegue se
replicar no interior dos macrofagos (MOSCARDI-BACCHI, BRUMMER e STEVENS,
1990). As citocinas IL-4 e IL-10 ndo controlam a infeccdo, enquanto IL-12 e IFN-y sdo
protetoras. Pode-se dizer que quanto mais reativa for a imunidade inata, mais grave sera a
PCM inicial, com IL-4 evitando infecgdo intensa em camundongos e IL-12 aumentando a
lesdo pulmonar (CALICH et al, 2008).

A QT pode constituir-se também em componente da gama de mecanismos de defesas
da imunidade inata, papel essencial na dependéncia também de macrofagos.

A dosagem da QT no plasma em EDTA e heparina ndo apresenta diferencas

significativas, mas os resultados usando plasma em heparina foram mais proximos aos



encontrados em soro (GUO et al, 1995). A QT apresenta boa estabilidade enzimatica, ja tendo
sido dosada sua atividade em plasma armazenado sob temperatura de -80°C por oito anos, e
soro sob -20°C por 20 anos, com condizentes valores enzimaticos registrados a época da sua
coleta. As amostras de plasma e soro foram também submetidas a 10 ciclos de
descongelamento (-80°C) sem interferir sobre sua atividade enzimatica (GUO et al, 1995). A
sua atividade em amostra seca (plasma em papel filtro), estocada sob temperatura ambiente
(cerca de 25°C) por trés semanas, revelou perda de 15% da sua atividade. A diferenca da
atividade da QT entre os sexos nao é significativa (GUO et al, 1995).

A QT parece, pois, estar envolvida em varios passos da atividade inflamatéria e pode
ser considerada como potencial evidéncia de atividade de fatores de protecao de metabolismo.

Todos esses fendmenos ajudam a considerar a possibilidade imensa de perspectivas
em relacdo a QT em relacdo as infecgdes fangicas, especialmente, na PCM, seja como
reveladora de resposta inflamatdria, modulacdo da resposta imunoldgica, identificacdo de
variaces clinicas e até termos de alternativa terapéutica. Constitui, portanto, uma nova via de
investigacdo ampla na PCM, de facil medicdo e que deve ser explorada adequadamente.

E necessario considerar ainda que no grupo controle deste estudo, uma amostra obteve
atividade abaixo de 10 nmol/mL/h, isto é, com 6,2 nmol/mL/h. E sabido que o substrato 4-
MU-quitotriosideo também pode ser hidrolisado pela lisozima (YANG, KURAMITSU e
HAMAGUCHI, 1981), porém, de forma diferente como ocorre com a QT (HOLLAK et al,
1994). No trabalho de Hollak et al (1994) foi observado, em dois pacientes com doenca de
Gaucher, atividade enzimética da QT quase ausente (2 e 3 nmol/mL/h), porém houve
imunopreciptagdo com anticorpos anti-lisozima, demonstrando que esta atividade residual
(aparentemente da QT) foi devido inteiramente a acdo da lisozima. O mesmo ocorreu em
outros trés membros do grupo controle (4, 4 e 6 nmol/mL/h), reforcando a ideia acima

(HOLLAK et al, 1994). H& cerca de 6% de individuos deficientes da QT, na populacdo em



geral (BOOT et al, 1998). A prevaléncia de homozigose entre pacientes que sobreviveram a
sepse por Candida foi similar a encontrada na populacdo normal. Considera-se que pessoas
homozigotas para uma mutacdo podem ser mais vulneraveis as infeccdes fungicas sistémicas
(MASOUD et al, 2002). E sugerido, entretanto, que a deficiéncia da atividade da QT possa
ser compensada por outra enzima humana hidrolitica, como a lisozima (VANDEVENNE et
al, 2011). A atividade da QT ndo é afetada apenas por genes homozigotos deficientes, mas
alguns polimorfismos alteram o gene CHIT1 (MIM 600031) que codifica esta enzima,
reduzindo a sua atividade enzimatica (BUSSINK et al, 2009; LEE et al, 2007). Isso talvez

explique a baixa atividade de uma amostra do grupo PCM, de apenas 34,2 nmol/mL/h.



9. CONSIDERACOES FINAIS

O potencial como biomarcador da QT para a PCM pode ser considerado — talvez num
escore com outros exames — assim como ja é utilizado na doencga de Gaucher e sob avaliacdo
na sarcoidose (BARGAGLI, MAGGIORELLI e ROTTOLI, 2008). Existem evidéncias
adicionais de que a QT seja parte importante de algum mecanismo envolvido no processo
inflamatdrio humano. Pode ser sinalizadora do processo inflamatorio e/ou infeccioso, assim
como ocorre com a Proteina C Reativa, componente da imunidade inata (WINN JR et al,
2006).

Outras areas de desenvolvimento de conhecimento podem estar sendo abertas como a
relacdo da QT com a exposicdo da parede fungica e a facilitacdo de reconhecimento
laboratorial, portanto definicdo mais especifica de exames usando técnicas complementares;
entendimento de acdo fisiopatolégica em PCM; uso como terapéutica adjunta; marcador de
atividade da infeccéo.

E necessario considerar que o intercdmbio que ocorre no conhecimento é fator
estimulador em relacdo ao aproveitamento de areas de desenvolvimento em uma area
aparentemente ndo relacionada com outra. Observa-se aqui a possibilidade de aplicar um
conhecimento ja estabelecido em genética e que se expressa em varias outras areas do

conhecimento em medicina e que inclui a infectologia, a terapéutica.



10. CONCLUSOES

A atividade da QT constitui um possivel parametro de avaliacdo laboratorial para o
diagnostico da PCM, pois é técnica relativamente simples, de baixo custo operacional e ndo
invasiva, além da enzima ser bem estavel. Sdo necessarios mais estudos para determinar sua
resposta nas fases da doenca (aguda, crbnica e recuperacdo) antes e ap0s o tratamento e a
influéncia de outras entidades nosoldgicas associadas como, por exemplo, tuberculose, outros

fungos, neoplasias, doencas degenerativas, obesidade e sobrepeso, aterosclerose.



11. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar de se tratar de estudo observacional transversal, analisando apenas a atividade
da QT no momento de doenca (PCM) cronica, nao foi possivel “nivelar” as amostras dos
pacientes com PCM em suas fases e formas da doenca. Alguns pacientes apresentavam PCM
por mais tempo que outros, também houve diferentes apresentacdes da doenca e ndo se sabe
se isto influencia na atividade da QT.

O estudo néo se estendeu a menores de 18 anos de idade (principalmente criancas), o
que reduz o espectro de conhecimento do comportamento da QT.

Outro aspecto importante ndo realizado foi a genotipagem para as amostras nas quais a
atividade da QT foi considerada muito baixa para avaliar a possibilidade de deficiéncia desta

enzima. Porém, o estudo molecular ndo foi um objetivo no nosso estudo.



12. PERSPECTIVAS

A relacdo de aumento significativo entre a atividade da QT e presenca da PCM foi
observado em pacientes com doenca crénica e antes da terapéutica especifica, o proximo
passo sera estudar o comportamento desta enzima apds algum tempo de tratamento
medicamentoso, para saber se ha queda da atividade enzimatica. Outra iniciativa importante
sera dosar a atividade da QT em paciente com PCM aguda, antes e ap6s o tratamento, e
acompanha-lo para analisar a dindmica enzimatica. Como a QT parece ser do ramo da
imunidade inata, pode ser que sua atividade esteja mais pronunciada na fase aguda da doenca.

Para esclarecer o papel da QT na imunidade humana, sera preciso comparar seu efeito
com outras varidveis biomarcadoras de inflamacdo, como dosagem da Proteina C Reativa e
contagem (total e diferencial) dos leucdcitos, assim como as principais interleucinas do ramo
inato e celular da imunidade.

A atividade da QT também precisa ser relacionada com a gravidade da PCM —
inclusive realizar a genotipagem da QT para os casos de atividade enzimatica muito baixa.

A dosagem da QT juntamente com outras quitinases como a AMCase (quitinase
mamifera acida) e as CLP (chitinase-like proteins, YKL-39 e YKL-40, por exemplo) pode
ajudar a apresentar melhor dimenséo das quitinases nos processos inflamatérios e infecciosos,

como ocorre na PCM.
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Titulo da Pesquisa: Atividade da Quitotriosidase como Marcador Bioquimico para a Paracoccidioidomicose

Pesquisador: Enio Roberto Pietra Pedroso

Area Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 03853412.4.0000.5149

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG

DADOS DO PARECER

Ntimero do Parecer: 181.805
Data da Relatoria: 08/01/2013

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, caso-controle, com uma casuistica de 15 sujeitos em
cada grupo, os quais serdo submetidos & avaliagdo em seus soros da atividade da enzima quitotriosidase.
No documento em word anexado apés a diligéncia, os pesquisadores afirmam que nao irdo incluir pacientes
menores de 18 anos de idade. O grupo caso ja tem suas amostras colhidas por ocasiao de suas
assisténcias para o diagnéstico e sdo pacientes com paracoccidicidomicose (PCM) nao tratada e o grupo
controle sera submetido & coleta. No projeto original, n&o foi descrita a forma de recrutamento do grupo
controle. Nos pareceres em anexo & dito que os 15 sujeitos do grupo controle serdo funcionarios e outros
envolvidos na pesquisa. E no documento anexado apés diligéncia, afirma-se que este convite aos
voluntarios seré feito pessoalmente e como nao foi acrescentado outra informacao, entdao mantém-se o
recrutamento de funcionarios. Ha cronograma com data de inicio na nova versao do projeto em 01/12/2012
para coleta de amostras; e nesta nova verséo do projeto ndo havera retenc@o de amostras para criagdo de
soroteca para futuras andlises; a andlise estatistica foi descrita e o custo do projeto é de cento e vinte reais,
com financiamento proprio. O projeto é para dissertacio de mestrado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Determinar a atividade da enzima quitotriosidase em soro de pacientes diagnosticados com
paracoccidioidomicose néo tratados.
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Objetivos Secundarios:

.- Relacionar a atividade da quitotriosidase em soro de pacientes com PCM diagnosticada, antes do
tratamento, com a atividade da infecgao flingica; - Dosar a atividade da quitotriosidase em amostras (soro)
disponiveis de pacientes com diagnostico confirmado de PCM, antes do tratamento, para comparagao (em
estudos posteriores) com a sua atividade em outro momento da infeccdo fuingica; - Dosar a atividade da
quitotriosidase em pacientes sadios de nossa comunidade (grupo controle); - Determinar se a elevagao da
atividade enzimatica é clinicamente significativa para fins diagnasticos da PCM.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores "0 projeto em questdo nao apresenta riscos para pacientes, uma vez que as
amostras a serem estudadas ja foram coletadas e encontram-se disponiveis em soroteca. Para os doadores
voluntarios, nenhum procedimento além da coleta de sangue sera realizada". Na nova versao do projeto, &
relatado o risco da puncao venosa.

0O beneficio é a contribuigdo cientifica e clinica para diagnéstico e tratamento da PCM e outras infecgoes
fungicas sistémicas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A atividade da enzima quitotriosidase apresenta niveis elevados no quadro de candidiase sistémica em
neonatos, explicavel pela presenca de quitina na parede flngica. Neste presente projeto, ha a hipétese de
uso da dosagem da atividade da quitotriosidase como auxiliar no diagnéstico laboratorial de
paracoccidioidomicose (PCM). Conforme os resultados, sua dosagem podera ser util no diagnastico
laboratorial da PCM e no monitoramento do tratamento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Além do projeto de pesquisa em sua nova versao, foram anexados a autorizagdo do Laboratério de
Imunologia celular e molecular do ICB para uso das amostras de sangue (datada de 07/02/2011), anuéncia
da Unidade Funcional de Patologia e Medicina Laboratorial (onde serao feitos os exames com 0s insumos
fornecidos pelos pesquisadores, sem custo para a unidade), parecer consubstanciado do Programa de
Pésgraduacao em Medicina Tropical com sugestoes, mas aprovado em 09/02/2012, aprovacao pela camara
departamental de Clinica Médica em abril de 2012, folha de rosto preenchida e assinada devidamente (em
maio de 2012) e declaracdo de registro no DEPE em julho de 2012. Ha o TCLE para voluntario, em
linguagem adequada e, na segunda versao, com 0s esclarecimentos sobre os riscos da puncéo venosa. Foi
retirado o local para assinatura de testemunha no TCLE. Ha um questionario que sera aplicado aos sujeitos
do grupo controle. Apés a segunda diligéncia, os pesquisadores afirmam que serao utilizadas "amostras
armazenadas do projeto de pesquisa da doutoranda Lilian da Silva Santos, do grupo caso, aprovado pelo
Parecer ETIC_0089.0.410.4100-09" em 03 de margo de 2010.
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Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Foram atendidas as recomendacdes/esclarecimentos das diligéncias anteriores. O projeto esta adequado.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 28 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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