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RESUMO

A quitotriosidase foi a primeira quitinase humana descrita e sua fungéo fisiologica
ainda ndo estd totalmente esclarecida. Entretanto, diversos estudos tém
demonstrado sua participacdo como componente na resposta imune humana. Uma
duplicacdo de 24pb no éxon 10 do gene chitl promove uma mudanca na matriz de
leitura do RNAmM com delecdo de 87 nucleotideos. Esta alteragdo produzira uma
proteina sem atividade catalitica. Esta condicdo é chamada de deficiéncia de
quitotriosidase e apresenta uma freqiéncia aproximada de 6% de homozigose para a
duplicacdo em diferentes grupos étnicos. A malaria € uma parasitose endémica da
regido amazonica causada por protozodrios do género Plasmodium cujos sintomas
incluem febre, dor de cabeca e vomitos, 0 que induz a uma resposta imunoldgica
caracteristica com o objetivo de combater essa patologia. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar o comportamento da enzima quitotriosidase em pacientes acometidos
por malaria no estado do Para e determinar a freqiéncia da duplicacdo de 24pb no
gene da quitotriosidase em uma amostra representativa. Foi realizada dosagem de
quitotriosidase em 100 individuos sadios e 47 pacientes com maléaria para a analise.
A andlise molecular da duplicacdo de 24 pb foi realizada em 100 voluntarios através
de protocolo que incluiu as técnicas de extracdo de DNA, PCR e depois visualizacao
em gel de agarose 2,5% para verificacdo dos fragmentos normais (homozigoto
normal: 195pb) e com a duplicacdo de 24pb (homozigoto mutante: 219pb;
heterozigoto: 219pb e 195pb). Este trabalho descreveu pela primeira vez na literatura
cientifica a elevacdo dos niveis plasmaticos de quitotriosidase em pacientes
acometidos por malaria vivax em comparacdo com um grupo de individuos sadios.
N&o houve associacdo entre a parasitemia e 0s niveis plasmaticos de quitotriosidase
nos pacientes com Malaria. A analise molecular apresentou uma frequéncia de 72%
de individuos homozigotos normais, 24% de individuos heterozigotos e 4% de
homozigotos mutantes para duplicacdo de 24 pb. As freqiéncias alélicas ficaram em
torno de 84% para o alelo selvagem e 16% para o alelo mutante. Nao foi encontrada
correlacdo entre o gendtipo e o fendtipo bioquimico (representado pelos niveis de

guitotriosidase) no grupo controle.



ABSTRACT

Chitotriosidase was the first described chitinase and its physiologic role is not entirely
clear, although many studies have been showed its participation as a component of
human immune response. A 24pb duplication on exon 10 of chitl gene results on
RNAmM frameshift, leading to a 87 nucleotides deletion. This alteration generates a
protein with no catalytic activity at all. This condition is called chitotriosidase
deficiency and presents a frequency close to 6% of homozygosis duplication in
different ethnical groups. Malaria is an amazon endemic parasitosis caused by
protozoaries of genus Plasmodium and causes symptoms as fever, headache and
vomit, which leads to a characteristic immune response. The objective of this study
was to evaluate the chitotriosidase enzyme behavior in patients suffering of malaria in
Paréa state and to determine the frequency of 24pb duplication on chitotriosidase gene
in a representative sample. Chitotriosidase measurement was made in 100 healthy
individual and in 47 malarial patients. The molecular analysis of the 24pb duplication
was realized in 100 volunteers trough a protocol which included DNA extraction
techniques, PCR and 2,5% agarose gel visualization to verify normal fragments
(normal homozygote: 195pb) and the 24pb duplication (mutant homozygote: 219pb;
heterozygote: 219pb e 195pb). This study described at first time on scientific literature
the chitotriosidase plasmatic levels increasing in patients suffering of malaria vivax
compared to healthy individual. No association was observed between parasitemia
and plasmatic chitotriosidase levels in malarial patients. Molecular analysis showed a
frequency of 72% normal homozygotes, 24% heterozygotes and 4% mutant
homozygotes to 24pb duplication. Allelic frequencies were around 84% to wild allele
and 16% to mutant allele. No correlation was found between genotype and

biochemical phenotype (represented by chitotriosidase levels) on control group.
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1. INTRODUCAO:

1.1. QUITOTRIOSIDASE

1.1.1. HISTORICO

As quitinases sdo enzimas que degradam a quitina, o segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, substancia presente na superficie externa de certos
nematodeos, fungos, insetos, bactérias e peixes. A producdo de quitinases € uma
caracteristica bioquimica de alguns organismos como uma resposta antiparasitaria

contra organismos que contém quitina (Boot et al, 1995)

Segundo dados da literatura os mamiferos eram incapazes de produzir
endoglicosaminidases que fragmentassem quitina. ApoOs estudos em pacientes
acometidos pela Doenca de Gaucher (DG), um Erro Inato do Metabolismo (EIM)
caracterizado por acumulo de glicocerebrosideo (glicosilceramida) em diversos
tecidos e principalmente no interior de lisossomos de macrofagos em virtude de uma
deficiéncia na atividade da glicocerebrosidase, uma hidrolase lisossomal,esta
concepcao foi modificada (Beutler & Grabowski, 2001).

Hollak e colaboradores (1993), buscando biomarcadores associados as
manifestacbes clinicas em pacientes com DG, observaram que 0s nhiveis da
quitotriosidase estavam aumentados em até 1000 vezes em macrofagos ativados,

guando comparados aos niveis do grupo controle.

A enzima foi chamada de quitotriosidase (EC 3.2.1.14) em virtude de sua
capacidade de degradar o substrato artificial quitotriosideo, e sua atividade foi

associada a proliferacdo de macréfagos ativados (Hollak et al, 1993).

Foi observado que neutréfilos também podem expressar quitotriosidase e que,

em leucacitos lisados, a atividade quitinolitica da quitotriosidase € significativamente



maior que em plasma, sendo que em leucocitos polimorfonucleados o aumento foi

mais acentuado (Bouzas et al, 2003; Boussac & Garin, 2000).

A quitotriosidase foi purificada a partir de células do baco humano e mostrou
uma atividade quitinolitica (Renkeman et al,1995). O cDNA foi clonado a partir de
uma biblioteca de cDNA de macrofagos e, apos a andlise, constatou-se uma
sequéncia de aminoacidos homologa a da familia das enzimas quitinases, chamada

de familia 18 das glicosilhidrolases (Boot et al,1995).

Em alguns EIM caracterizados por depésito lisossomal, especialmente as
esfingolipidoses como Doenca de Niemmann Pick (DNP), Gangliosidose-GM1 e
doenca de Krabbe foi observada uma moderada elevacdo da atividade de

quitotriosidase no plasma (Guo et al, 1995).

A observacédo de Hollak e colaboradores (1993) de que a quitotriosidase seria
um biomarcador para a DG inaugurou a perspectiva de um melhor monitoramento de
pacientes acometidos por essa enfermidade, na medida em que os niveis da
quitotriosidase poderiam traduzir o grau de eficiéncia da intervencdo terapéutica

nesses pacientes.

Pacientes com DG submetidos a terapia de reposicdo enziméatica e transplante
de medula 6ssea foram monitorados pela mensuragdo dos niveis de quitotriosidase e
revelaram que a primeira € menos efetiva que a segunda no tratamento dessa
patologia (Young et al, 1997). Esses dados sugeriam que a quitotriosidase
corresponde a um parametro relevante para uma avaliacdo bioquimica dos pacientes

com DG.

Czartoryska e colaboradores (2000) observaram que a atividade da
quitotriosidase na terapia de reposicdo enzimatica depende da continuidade da

terapia, pois a quitotriosidase demonstra ser muito sensivel a interrupcdo na

administracao da droga.



Outros membros da familia das proteinas quitinases foram identificados:
oviductina; glicoproteina de cartilagem humana 39 (HCgp-39/ YKL40); YKL-39; e
TSA. Entretanto, ainda que exista uma significativa homologia entre as quatro
quitinases humanas, apenas a quitotriosidase exibe atividade glicosil hidrolase. A
funcéo bioldgica deste grupo de proteinas ainda ndo esta definida, entretanto tendo
sido sugerida uma possivel participagcdo destas quitinases no processo de

remodelacéo de tecidos, ou quimiotaxia (Malaguarnera, 2006).

1.1.2. QUITOTRIOSIDASE x RESPOSTA IMUNE

O papel fisioldgico da quitotriosidase ainda ndo esta claro, entretanto, em
virtude da forte homologia com quitinases, varios estudos sustentam a hipotese de
gue a quitotriosidase poderia estar associada ao sistema imune, ou seja, sua
expressao refletiria uma defesa natural do organismo diante de algum patégeno que

possuisse quitina, tal qual ocorre em outros organismos (Boot et al, 1995).

Estudos que concluiram que a quitotriosidase possui a propriedade de
degradar a membrana quitinosa do fungo patogénico Céandida albicans tém
contribuido para a validacdo dessa hip6tese (Boot et al, 2001). Um estudo mostrou
que humanos com deficiéncia de quitotriosidase sdo mais suscetiveis a infec¢bes por
filarideos. Estes parasitas sintetizam quitina durante varios estagios de seu ciclo de
vida, e a quitotriosidase interferiria em algum estagio do seu desenvolvimento (Choi
et al, 2001).

Van Eijk e colaboradores (2005) observaram atividade antifungica da
quitotriosidase tanto em modelos in vivo como in vitro, evidenciada pela inibigdo no
crescimento das hifas de colonias de Céndida neoformans. Nesse estudo, foi
também relatado que, em modelos animais para candidiase e aspergilose sistémica,

a administracdo de quitotriosidase intraperitoneal proporcionou uma maior



sobrevivéncia deste grupo quando comparado aos animais com candidiase e

aspergilose que nao receberam quitotriosidase.

Bouzas e colaboradores (2003) observaram altos niveis de quitotriosidase em
leucécitos polimorfonucleares, o que pode refletir que a enzima contribui para a

destruicdo de patdgenos.

Elevacdo nos niveis da quitotriosidase e acumulo de RNAmM de gene que
sintetiza a quitotriosidase, chamado de chitl, sdo induzidos por interferon-gama (IFN-
v), fator alfa de necrose tumoral (TNF-o) e lipopolissacarideo bacterial (LPS),
sugerindo que a quitotriosidase ndo é apenas um biomarcador de macréfagos
ativados em diversas doencgas lisossomais, mas que a quitotriosidade pode ser
considerada como um componente da resposta imunoldgica (Malaguarnera et al,
2005).

Os macréfagos possuem receptores de prolactina e quando este horménio era
introduzido no meio de cultura, os niveis de quitotriosidase ficavam elevados de
maneira dose e tempo dependentes (Malaguarnera et al, 2004). As observacgdes de
que a prolactina (um horménio polipeptidico produzido pela glandula pituitaria) esta
associada com a resposta imune foi confirmada pela inducdo da expressao do gene

da quitotriosidase em macrofagos humanos.

Elevacdo nos niveis plasmaticos de quitotriosidase foram observasdos em
pacientes com beta talassemia maior, uma desordem hematoldgica caracterizada por
uma deficiéncia na sintese da beta globina resultando em uma eritropoiese
ineficiente e uma enorme expansao do sistema reticulo-endotelial (Weatheral et al,
2001).

Altos niveis de quitotriosidase foram encontrados em individuos acometidos
por beta talassemia maior, que é a forma mais grave da doenga em que 0s pacientes

necessitam periodicamente de transfusdo de sangue, promovendo uma sobrecarga



de ferro no organismo, evidenciada pela grande excrecdo de ferro na urina. Em
individuos com beta talassemia intemediéria, que é uma forma atenuada desta
patologia e que os pacientes ndo necessitam de transfusdo de sangue, foi observada
uma elevacdo moderada nos niveis e quitotriosidase (Altarescu et al, 2002; Barone
et al, 1999).

Boot e colaboradores (1999) descreveram aumento significativo na atividade
de quitotriosidase em tecidos ateroescleréticos, mostrando uma clara relacéo entre a
expressdo de quitotriosidase e a proliferacdo de macrofagos na parede dos vasos
sanguineos. A atividade da quitotriosidase mostrou uma relagdo com a gravidade da
lesdo ateroesclerética, sugerindo um possivel papel da quitotriosidase com um

marcador da extensao ateroesclerotica.

Artieda e colaboradores (2003) demonstraram que pacientes com trombose e
doenca isquémica do coracdo (DIC) apresentaram niveis plasmaticos de
quitotriosidase significativamente elevados quando comparados aos individuos do
grupo controle. Entretanto, individuos com trombose exibiram uma expressédo desta
enzima superior quando comparada a individuos com DIC, sugerindo que em
individuos com trombose o processo de ateroesclerose é maior que em sujeitos com
DIC.

Chong e colaboradores (2005) observaram em seus estudos que a
quitotriosidase desempenha um papel crucial em condicBes patoldégicas como
deméncia cerebrovascular em que o processo inflamatério esté ativado (Chong et al,
2005).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa resultando
em uma grande perda de funcdo cognitiva, bem como na deposi¢do de proteina Beta
Amilbide, caracteristica patoldégica marcante desta enfermidade. Uma caracteristica
do cérebro de pacientes € a liberagédo de citoquinas e quemoquinas pré-inflamatorias

através de microglias e astroglias ativadas, além do estresse oxidativo produzido



pela formacdo demasiada de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Chong et al,
2005).

Da mesma maneira que na DA, os eventos fisiopatolégicos envolvidos na
doenca cerebrovascular isquémica (DCI) e o comprometimento cognitivo parecem
advir de mecanismos secundarios substancialmente mediados por inflamag&o. Assim
como na DA, a DCI exibe uma superproducdo de ROS, resultando em aumento nos
niveis de peroxidacdo lipidica e, consequentemente, sugerindo a hipotese da
participacdo da enzima quitotriosidase no processo inflamatério dessas patologias
(Malaguarnera, 2006).

A analise dos niveis de diversas citocinas (IL-16, IL-18, TGF-R1) revelaram
que IL-16 foi bastante elevada em DCI quando comparada a individuos com DA e foi
significativa e positivamente correlacionada com a quitotriosidase, sugerindo que IL-
16 poderia influenciar na expressao de quitotriosidase. A producédo de IL-18 mostrou-
se elevada e positivamente correlacionada com a quitotriosidase, tanto em DA como
em DCI, sugerindo que os altos niveis de mediadores pro-inflamatorios, incluindo a
quitotriosidase e as citocinas produtoras de O, agravariam a resposta inflamatoria.

(Malaguarnera, 2006).

A expressdo de TGF-B1 em pacientes com DA foi inversamente
correlacionada com a expresséo de quitotriosidase, sugerindo que a acao de TGF-31
neutraliza os efeitos dos mediadores pré-inflamatérios, dessa forma confirmando que
a expressao de quitotriosidase reflete a gravidade do processo inflamatério (Di Rosa
et al, 2005, Schwab, et al, 2001).

1.1.3. ASPECTOS BIOQUIMICOS

A quitotriosidase é uma proteina formada por 466 aminoacidos e que

apresenta isoformas heterogéneas quanto a massa e pH isoelétrico (pKi): uma



proteina de 50Kd e pl de 7,2; e uma proteina de 39 Kd e um pl de 8,0 (Boot et al,
1995).

A proteina de 50 Kd consiste de um dominio terminal que se liga a quitina,
enquanto que a isoforma de 39 Kd corresponde a um dominio N-terminal.
Inicialmente, a quitotriosidase é sintetizada como uma proteina de 50 Kd e uma
parte dessa producdo € direcionada para o0s lisossomos onde sofre um

processamento proteolitico originando a isoforma de 39 Kd (Renkeman et al, 1997).

Wajner e colaboradores (2004) investigaram parametros bioquimicos da
quitotriosidase no plasma de individuos normais e pacientes com DG e DNP, como a
determinacdo de pH 6timo para a atividade da enzima; determinagdo da Curva de
Michaelis—Menten observando K, e Velocidade Maxima (Vn); e andlise da
estabilidade térmica da enzima. Nesse estudo, foi constatado que o pH 6timo para
individuos normais corresponde a 5,17. Em relacédo ao K, observou-se que a média
dos valores de K, para a atividade da quitotriosidase em individuos normais foi de
4,7 uM.

Quanto a V, da quitotriosidase, individuos normais apresentaram o valor de 79
+61 nmol/h/mL. Em relacdo a estabilidade térmica, quando a quitotriosidase foi
submetida a uma temperatura de 60°C em diferentes intervalos de tempo, foi
observada uma maior estabilidade em individuos normais seguido dos pacientes com

DG e, por ultimo, os pacientes com DNP (Wajner et al., 2004).

1.1.4. ASPECTOS GENETICOS E MOLECULARES

O gene que sintetiza a quitotriosidase chitl esta localizado na regido 1g31-
g32, € composto por 12 éxons (tamanho variando entre 30 a 461 pares de bases) e

apresenta 20 Kb de comprimento (Boot et al, 1998).



Uma condicdo bastante frequiente é a auséncia de atividade da quitotriosidase.
Essa condicéo foi denominada de Deficiéncia de quitotriosidase e que resulta de
uma mutagado no gene chitl que promove uma duplicacdo de 24 pares de bases no
éxon 10, a qual leva a ativacdo de um sitio critico de “splicing” que resulta na
mudanca de matriz de leitura do RNAm (Figura 01). Esta mutacdo resultard na
delecdo de 87 pares de bases da sequéncia de nucleotideos. Desta forma, a
sequéncia de aminoacidos da quitotriosidase perdera 29 residuos de aminoacidos
que fariam parte de sua estrutura. Todos os individuos homozigotos para a
duplicacdo apresentam deficiéncia total de quitotriosidase (Boot et al, 1998; Fusetti et
al, 2002).

Normal
24p
l
d Exon 9 Exon 10 Exon Exon 12
Mutante 48p
:1 Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12

Figura 1 — Duplicacdo de 24pb no Exon 10 do gene chit 1. Adaptado de Boot et al, 1998.

A Deficiéncia de quitotriosidase apresenta uma distribuicdo pan-ética com uma
freqiéncia média de 6% para homozigotos com a duplicacdo. Estudos estimam que
37% da populacdo mundial é portadora do gene mutante da quitotriosidase (Tabela
1). Diante da alta incidéncia da deficiéncia de quitotriosidase, os pesquisadores
argumentam que ela seria uma enzima redundante em humanos, e que esta
deficiéncia seria de alguma forma compensada pelo organismo (Boot et al, 1998;

Malaguarnera 2006).



Lee e colaboradores (2007) identificaram dois polimorfismos no gene da
quitotriosidase, G354 e A442, cuja frequéncia € predominante em popula¢gbes de
origem africana. Estes polimorfismos também estdo associados com a reducéo na

atividade da quitotriosidase.

Tabela 1 — Freguéncia Genotipica do gene chitl em diferentes grupos étnicos.

Genotipo
Populagéo Homozigoto _ Homozigoto
Normal Heterozigoto Mutante
Holanda 58,5% 35,1% 6,4%
Judeus Ashenazi 60,3% 33,8% 5,9%
Portugal 60,0% 37,3% 2,7%
Espanha 54,3% 39,6% 6,0%
Sicilia 51,0% 44,5% 5,5%
Sardenia 65,6% 32,7% 3,7%
Burquina Faso 98,0% 2,0% 0%

Adaptado de Malaguarnera, 2006.

As observacOes de que a quitotriosidase exibe uma propriedade de defesa
diante de patégenos contendo quitina levam a deducdo de que esta enzima €
filogeneticamente muito conservada, como confirmada pelo papel primitivo dos
macrofagos no mecanismo de defesa diante de protozoarios e helmintos

(Malaguarnera et al, 2004).



1.2. MALARIA

1.2.1. DEFINICAO

A malaria € uma parasitose causada por protozoarios do género Plasmodium
e cada uma de suas espécies determina aspectos clinicos diferentes para a
enfermidade, sendo quatro espécies as: P. falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale
(Neves, 2004).

O protozoario € transmitido ao homem pelo sangue, geralmente por mosquitos
do género Anopheles, ou, mais raramente, por outro meio que cologue o sangue de
uma pessoa infectada em contato com o de uma sadia, como, por exemplo, 0
compartilhamento de seringas (consumidores de drogas), transfusao de sangue, ou
até mesmo, de mae para feto, na gravidez. (Torres & Bonini-Domingos, 2005).

1.2.2. EPIDEMILOGIA

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que o impacto da
Malaria sobre as populacdes humanas continua aumentando: ocorre em mais de 90
paises, pondo em risco cerca de 40% da populacdo mundial — estima-se que
ocorram de 300 a 500 milhdes de novos casos, com média de um milhdo de mortes
por ano. Representa, ainda, risco elevado para viajantes e migrantes, com casos

importados em areas ndo-endémicas (OMS/ WHO 2003).

No Brasil, 0 maior numero de casos é registrado na regido Amazébnica, cujas
condicbes ambientais e socioculturais favorecem a expansao de sua transmisséao.
Sendo que o estado do Para apresenta um dos maiores indices de transmissdo de
malaria, mesmo apresentando uma reducdo de casos nos ultimos anos de acordo
com o DATA SUS (Tabela 2).



Tabela 2 - Namero de casos de Malaria naregido Amazénica por Estado: 2002 -
2007.

Estado Ano 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Acre 9.216 12.247 31.606 57.242 93.863 51.278
Amazonas 70.223 140.642 146.296 226.372 185.747 196.851
Amapa 16.257 16.650 20.252 28.059 29.290 21.956
Maranh&o 16.000 11.017 14.092 11.193 9.519 6. 619
Mato Grosso 7.085 5.022 6.446 8.437 6.650 6.761
Para 149.088 115.605 107.026 123.432 101.763 76.268
Ronddnia 71.224 93.786 106.634 118.631 101.640 81.879
Roraima 8.036 11.819 25.811 31.964 20.646 15.231

Tocantins 1.130 1.207 848 717 379 288
Total 348.259 407.995 459.013 606.050 549.497 457.131

Fonte: Secretaria de Saude do Estado do Para (SESPA)

1.2.3. CICLO DE VIDA DO Plasmodium

s

O parasito é transmitido ao homem pelos mosquitos fémeas do género
Anopheles (Figura 2). No homem (hospedeiro intermediério), o parasito desenvolve o
ciclo assexuado; enquanto que no mosquito (hospedeiro definitivo), o parasito
desenvolve o ciclo sexuado. O mosquito inocula os esporozoitos na derme no
momento do repasto sangliineo, em seguida esses parasitos atravessam o endotélio
vascular e alcancam o figado, em menos de 30 minutos. A interacdo dos
esporozoitos com as células da derme é ainda pouco conhecida, mas deve ser
importante, uma vez que pode influenciar a ativacdo de células do sistema imune

inato, e assim, impedir o estabelecimento da infec¢cdo (Mota & Rodrigues, 2004).

Os mecanismos utilizados pelos parasitos para romper a membrana
plasmatica das células do hospedeiro ainda ndo séo totalmente conhecidos, mas tem
sido descrito que a liberagcédo de lipases, proteases e perforinas facilitam a invaséo
(Blackman, 2004). Os esporozoitos possuem proteinas que contém dominios de

perforinas e foram localizadas em organelas secretorias, como 0 micronema. Foi



demonstrado que apds a invasao do parénquima hepatico, o esporozoito continua a
migrar entre Vvarios hepatdcitos até ocorrer a interacdo parasito/hospedeiro que

melhor favoreca a sua invasao e a diferenciacdo (Mota & Rodriguez, 2004).

O desenvolvimento do ciclo hepatico também depende de interacdes
moleculares entre o parasito e o hospedeiro. Varias moléculas que participam do
processo de invasao tém sido identificadas nas organelas do complexo apical, o qual
caracteriza os parasitos do filo Apicomplexa. Este complexo € formado pelas
organelas roptrias, micronema e granulos densos. Entre as proteinas secretadas
pelo complexo apical estdo a proteina circunesporozoita (CS) e a proteina
relacionada a trombospondina (TRAP). A CS € a proteina mais expressa na
superficie do esporozoito e facilita o processo de reconhecimento da célula
hospedeira pelo parasito. A TRAP é secretada pelos micronemas e é uma das
proteinas necessérias para a motilidade da membrana do parasito no momento da

invasao (Sinnis & Sim, 1997; Gaur et al., 2004).

Durante a invasao, inicia-se a formagcdo do vacuolo parasitéforo, nesse
momento, serdo expressas varias proteinas na membrana desse vacuolo, as quais
podem contribuir para a evasdo da resposta imune. Apés a invasao, 0 esporozoito se
diferencia em trofozoito hepatico, que se desenvolve em esquizonte hepatico. Nesta
etapa do ciclo, o parasito realiza reproducdo assexuada por esquizogonia. Os
esquizontes hepaticos se rompem e podem liberar até 40.000 merozoitos para a
circulacdo, levando ao aumento da densidade parasitaria que dara inicio ao ciclo

sangilineo

O ciclo sanguineo ou eritrocitico se inicia quando os merozoitos séo liberados
e invadem os eritrocitos. Como ja descrito para a fase hepatica ou pré-eritrocitica, a
funcdo das organelas do complexo apical € conservada nestas duas fases, ou seja,
sdo expressas proteinas que desempenham fungBes semelhantes, relacionadas a

invasdo e ao estabelecimento da infeccdo nos eritrécitos. Portanto, a invasao celular



€ mediada por proteinas de superficies, assim como, proteinas liberadas pelo
complexo apical (Sinnis & Sim, 1997; Bannister et al., 2000).

A invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos € um processo complexo,
composto pelas seguintes etapas: reconhecimento por proteinas de superficie,
reorientacdo apical, formacgéo da juncdo irreversivel e do vacuolo parasitoforo, além

das modificacGes do citoesqueleto da célula hospedeira (Gaur et al., 2004).

A primeira etapa do processo de invasao € o reconhecimento das moléculas
do merozoito, que participam do contato inicial, por ligantes na superficie do
eritrocito. Nessa fase, as principais proteinas envolvidas sdo da familia das Proteinas
de Superficie do Merozoito . (Gaur et al., 2004, Goel et al., 2003).

ApOs esse contato inicial, ocorre a formagdo de dominios de reconhecimento,
0S quais permitem a reorientacdo apical do merozoito. Essa juncédo é estabilizada,
ocorrendo aumento na eletrondensidade desta regido de contato entre o eritrocito e o
merozoito. Nesta etapa, a principal molécula envolvida é o Antigeno-1 da Membrana
Apical.

A etapa posterior € a invasdo dos eritrocitos, da qual participam o antigeno
ligante de eritrocito (EBA-175), no caso da invasao pelo P. falciparum, e as proteinas,
que se ligam a molécula Duffy (Proteina Ligante de Duffy) e ao reticulécito (Proteina
Ligante de Reticuldcito), no caso do P. vivax. Apds a invasdo, 0S merozoitos se
diferenciam em trofozoitas, que evoluem para esquizontes. Durante a esquizogonia
sangilinea sdo gerados novos merozoitos que continuam o ciclo com a invasao de

outros eritrécitos.

Alguns merozoitos evoluem para formar o0s gametocitos femininos ou
macrogametoécito e masculinos ou microgametécito, que permitem a continuidade do
ciclo. Os gametdcitos sao ingeridos no momento do repasto sangiineo. No mosquito, o
macrogametocito se diferencia em macrogameta ou gameta feminino e o

microgametocito sofre diferenciacdo pelo processo de exflagelagcdo, originando o



microgameta ou gameta masculino. Apos a unido dos gametas, ocorre a formagéo do
zigoto (oocineto), que penetra no intestino médio do mosquito, e permanece entre o
epitélio e a lamina basal deste tecido, originando o oocisto. Esta forma passa por
sucessivas mitoses e da origem aos esporozoitos, 0s quais alcancam a circulacdo
linfatica do mosquito e se acumulam nas glandulas salivares. No momento do repasto,
0S esporozoitos séo inoculados no hospedeiro vertebrado e, assim, € mantida a cadeia

de transmissao da malaria.
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Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium. Fonte: Adaptado de www.encarta.msn.media

Microgameta

1.2.4. SINTOMAS

Os sintomas mais frequientes na malaria sdo febre e calafrios que podem ser
acompanhados de dores de cabeca, mialgia, fraqueza, nausea e vomitos. Outros
sintomas clinicos podem estar presentes como esplenomegalia, anemia,
trombocitopenia, hipoglicemia, disfuncdo renal ou pulmonar, e mudancas neuroldgicas.
O quadro clinico depende da espécie infectante, nivel de parasitemia e da resposta
imune do individuo (Leorati, 2004).

1.2.5. QUITOTRIOSIDASE X MALARIA
A producdo da quitotriosidase esta associada a atividade de macrofagos ativados

(Hollak et al, 1993) e, mesmo com sua funcao fisiolégica pouco esclarecida, varios



estudos sugerem que a enzima é um componente do sistema imune (Bouzas et al,
2003;Van Eijk et al, 2005).

Barone e colaboradores (2003) observaram uma elevacdo nos niveis de
quitotriosidase em pacientes com malaria na Africa e sugeriram que a destrui¢éo de
células vermelhas induzidas pela malaria estimularia a producédo de quitotriosidase,
uma vez que a infeccdo ativaria o sistema imune pela deposicdo de subprodutos

decorrentes da degradacdo das hemacias que ficariam acumulados em macréfagos.

Além disso, a sobrecarga de ferro intracelular poderia ser um dos fatores
responsaveis por essa elevacdo, uma vez que recentes estudos demonstram que
experimentalmente em camundongos, uma sobrecarga de ferro promove elevacéo

nos niveis de quitotriosidase (Meraitou et al, 1997).

Diante de seus achados Barone e colaboradores (2003) inferiram que a
dosagem de quitotriosidase poderia ser um instrumento muito Gtil no monitoramento
de pacientes com malaria e, portanto, os altos niveis plasmaticos de quitotriosidase
em individuos afetados pela malaria representariam uma reacao da fase aguda desta
patologia, estes dados confirmaram que os niveis de quitotriosidase representariam
um importante biomarcador da atividade da doenca. A gravidade e as manifestactes
clinicas fatais da doenca seriam os resultados da ativacdo anormal de macréfagos, o
que poderia ser expressa pela dosagem dos niveis de quitotriosidase.

Outro aspecto relevante € a alta frequéncia da deficiéncia de quitotriosidase
(conferida pelo alelo mutante para a duplicacdo de 24 pares de base em
homozigose) em diversos grupos étnicos, o que gera a especulacdo sobre uma
possivel desvantagem seletiva para os portadores da mutacdo em locais endémicos

para parasitoses (Malaguarnera et al, 2004).

Apesar do papel da quitotriosidase como fator seletivo ainda ndo estar
elucidado, alguns trabalhos tém contribuido para essa hipétese. Em um trabalho



desenvolvido na populacdo negra do Sub-Saara, uma regido endémica para a
malaria e outras doencas infecciosas causadas por patégenos contendo quitina
como nematdédeo, foi observada uma baixa incidéncia da deficiéncia de
quitotriosidase. A partir desses dados, pode-se postular que a persisténcia de
parasitoses poderia ter preservado o gene selvagem em algumas regibes. E
interessante notar que em populacdes do Mediterraneo, onde a maléaria foi
erradicada apos a Segunda Guerra Mundial os niveis de quitotriosidase sdo menores

gue na populagéo do Sub-Saara (Malaguarnera et al, 2004).

Dessa forma, a auséncia do polimorfismo representaria um fator de protecao
em alguns grupos étnicos diante de fatores ambientais desfavoraveis como, por

exemplo, a incidéncia de parasitoses (Malaguarnera et al, 2004).

1.3. JUSTIFICATIVA

A funcionalidade da quitotriosidase tem sido alvo de diversas pesquisas em
variados segmentos da ciéncia, desde a biologia molecular a patologia, com o
objetivo de ampliar o conhecimento sobre essa enzima e seu papel fisiolégico no

corpo humano.

Diante das evidéncias da participacdo da quitotriosidase como componente da
resposta imune e pelo motivo que o Estado do Pard pertencer a uma regiao
endémica para malaria, uma patologia que exibe uma resposta imunoldgica
caracteristica, este estudo faz-se relevante na medida em que contribuira para
fornecer informacdo complementar sobre o envolvimento da quitotriosidase no

processo fisiopatolégico da Malaria.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

v' Avaliar a enzima quitotriosidase como um biomarcador usando como modelo de

estudo a malaria e correlacionar sua atividade enzimatica com 0s genotipos

encontrados em uma amostra de individuos ndo parasitados.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'  Estabelecer valores de referéncia para a enzima quitotriosidase em uma

amostra representativa da populacao;

v' Correlacionar os niveis plasmaticos de quitotriosidase com a parasitemia

presente em pacientes acometidos por Maléria;

v Investigar a frequéncia da duplicacdo de 24 pares de base no gene da

quitotriosidase em uma amostra representativa.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1. Caracterizagdo da Amostra

A amostra foi composta por individuos sadios e pacientes com diagnostico

clinico e laboratorial de Malaria vivax, provenientes da Unidade de Endemias da

Cidade Nova VI no municipio de Ananindeua-PA. Os dados referentes ao quadro

clinico, idade e género foram obtidos a partir dos prontuarios analisados no
periodo de marco de 2006 a abril de 2007.

O grupo amostral para este estudo constou de 154 individuos distribuidos

da seguinte forma:

Subgrupo A: 100 individuos sadios (47 homens e 53 mulheres): neste grupo foi
realizado ensaio enzimatico para determinar a atividade de quitotriosidase com
0 objetivo de estabelecer os valores de referéncia em nosso meio. Antes da
confirmagéo de participagcdo voluntaria nos testes, os individuos deste grupo
eram arguidos quanto ao seu estado clinico no que se referem a patologias
que pudessem interferir nos resultados obtidos na dosagem plasmatica de
quitotriosidase, tais como infec¢bes fungicas, asma, ou doencas cardiacas
cronicas. Ainda nesse mesmo grupo foi realizada a andalise molecular para
investigar a presenca da duplicacdo de 24 pares de base no gene da

quitotriosidase.

Subgrupo B: 54 (35 homens e 19 mulheres): pacientes com idade variando
entre 8 e 69 anos, com diagndstico laboratorial de Malaria realizado na
unidade de endemias da cidade nova VI, em Ananindeua: neste grupo foi
realizado ensaio enzimatico para determinar a atividade de quitotriosidase,
com amostras coletadas antes do tratamento, com o0 objetivo de verificar se
havia algum aumento dos niveis plasmaticos de quitotriosidase nestes

pacientes.



3.1.2. Material Biolégico

O material biologico necessario para a investigacdo constou de 154
amostras de sangue que foram utilizados no ensaio enzimatico da quitotriosidase

(154) e estudo molecular (100) da Deficiéncia de Quitotriosidase.

3.1.3.Coleta e Armazenamento das Amostras

Para a identificacdo da duplicacdo de 24 pares de base no gene chitl
uma amostra de sangue total (5 a 10mL) foi obtida por puncéo venosa e colhida
em frascos de vidro de 5mL (tipo vacutainer), contendo 54uL de EDTA . A amostra
foi adequadamente identificada (nome do paciente e data de colheita) e

armazenada a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

Para o Ensaio enzimatico da Quitotriosidase uma amostra de sangue
(10 mL) foi coletada em seringa com heparina. Apés a coleta, o sangue foi
centrifugado para obtencéo de plasma, o qual foi posteriormente armazenado a -

20° C até o momento do ensaio.

3.1.4. Aspectos Eticos

Este trabalho levou em consideracdo os principios éticos basicos das
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos:
autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e justica, de acordo com a resolugéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude. Para tanto, a avaliacdo ética desta
pesquisa se baseara em quatro pontos fundamentais: qualificacdo da equipe de
pesquisadores e do proprio projeto; na avaliacdo da relacao risco-beneficio; no
consentimento livre e esclarecido e na avaliagdo prévia por um Comité de Etica
em Pesquisa. O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Santa Casa de
Misericordia do Estado do Para avaliou e aprovou este projeto no dia 14 de Marc¢o
de 2006 (anexos 1 e 2).



3.2. METODO

3.2.1. CURVA PADRAO PARA METILUMBELIFERONA

3.2.1.1. REAGENTES:

a) Metilumbeliferona 25 mM

Pesar 49,5 mg de metilumbelilferona. Transferir o reagente para um copo
Becker pequeno e dissolver em 5 mL de agua destilada. Apdés completa
dissolucéo, transferir o reagente para um baldo volumétrico de 10 mL e completar
o volume, homogeneizando bem com movimentos de inversdo do baldo.

Armazenar em freezer a -20°C.

b) Metilumbeliferona 250 pl

Retirar 100 pL de metilumbeliferona 25 mM e colocar em um copo Becker
pequeno e adicionar 5mL de dgua destilada. Transferir o reagente para um baldo
volumétrico de 10 mL e completar o volume, homogeneizando bem com

movimentos de inversdo. Armazenar em freezer a -20°C.

c) Metilumbeliferona 2,5 uM

Retirar 100 yuL de metilumbeliferona 250 uM, colocar em um copo Becker
pequeno e adicionar 5mL de agua destilada. Transferir o reagente para um baldo
volumétrico de 10 mL e completar o volume, homogeneizando bem com

movimentos de inversdo. Armazenar em freezer a -20°C.

3.2.2. PROTOCOLO PARA ENSAIO ENZIMATICO DA QUITOTRIOSIDASE
(Adaptado de Hollak et al, 1993).



3.2.2.1. Reagentes:

a)

b)

=
=

=

4-Metilumbeliferil-3-D-N-N"-N""-triacetilquitotriosideo 0,026 mM

Pesar 1mg de 4-Metilumbeliferil-3-D-N-N"-N""-triacetilquitotriosidase.

= Medir 23 mL do tampéo citrato 100mM-fosfato 200mM

= Completar com agua destilada até o volume de 50 mL. Manter em freezer a

-20°C.

Tampéao citrato 100 mM - fosfato 200mM pH 5,2

Solugéo I:
Pesar 3,84 g de acido citrico anidro.

Dissolver até o volume de 100mL com agua destilada.

Solucéo II:
Pesar 2,84 G de Na,PO, anidro.

Dissolver até o volume de 50 mL com agua destilada.

Solucéao final:
23,3 mL da solugéo I.
26,7mL da solucao Il.

Adicionar 40 mL de &gua e calibrar o pH para 5,2. Em seguida, completar

com &gua destilada até o volume de 100mL.

c) Acido citrico 0,2 M:

=

=

Pesar 3,849 de acido citrico.

Dissolver até o volume de 100 mL com &gua destilada. Conservar em

geladeira.



d) Albumina 10mg/ mL:

= Pesar 100 mg de albumina.
= Dissolver em 10 mL de agua em baldo volumétrico. Conservar em

geladeira.

e) Tampao Glicina/NaOH pH 10,3:
Pesar 37, 5359 de glicina e 12,5g de NaOH, transferir para um beker e
dissolver com 800mL de &gua destilada, acertar o pH 10,3 com NaOH 10M.

Completar o volume com agua até 1000 mL.
3.2.2.2. Procedimentos:
O quadro abaixo mostra os procedimentos iniciais para o ensaio da enzima

quitotriosidase:
PROTOCOLO PADRAO DE CURVA DE METILUMBELIFERONA

Branco (sem alb.) [Branco (com alb.)” |Testes
Agua destilada 5 uL -
Albumina 1% 5 uL -
Amostra(acidificada) - - 5uL
Substrato 100 uL 100 uL 100 uL

e Incubar 15 minutos a 37°C.
e Parar a reagdo com 1 mL de tampao glicina pH 10,3. Ler a fluorescéncia no
espectrofluorébmetro. Excitacdo 365nm - Emissdo 450 nm.

e Usar a curva de 4-metilumbeliferil.

3.2.2.3. Célculos:

QM = concentracdo MU/ fluorescéncia.



nmoles/h/mL = (fluorescéncia teste - branco) X QM X 880

3.2.3. ANALISE MOLECULAR DA DEFICIENCIA DE QUITOTRIOSIDASE

3.2.3.1. Extragc&do de DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo a metodologia descrita por
Sambrook & Russel, 2001.

3.2.3.2. Amplificacdo do éxon 10 por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a identificacdo da duplicacdo de 24 pares de bases foi realizada
amplificacdo do gene chit 1 na regido do Exon 10 (figura 01) através da técnica de
PCR. Foram utilizados iniciadores (primers) especificos: F 5 —GAA GAG GTA
GCC AGG CTC TGG- 3 e R5 — CTG CCG TAG CGT CTG GAT GAG -3’ (Lee
et al, 2007). As condicdes de PCR utilizadas estao destacadas a seguir:

Tabela 3. Condi¢cdes usadas nas reacdes de PCR.

Estagios Numero de ciclos Temperatura Tempo
Desnaturagéo inicial 1 94°C 4’
Desnaturacéo 95°C 1
Anelamento 35 61,5°C a 62°C 30”
Extensao 72°C 30"
Extensao final 1 72°C 5

Adaptados de Lee et al, 2007.

3.2.3.3. Andlise dos Produtos Amplificados

Os fragmentos amplificados pela PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 2,5% com brometo de etidio para visualizacdo das bandas de

interesse. Um fragmento de 195 pb corresponde ao alelo selvagem (homozigoto



selvagem); um fragmento de 219 pb corresponde ao alelo mutante (homozigoto
recessivo), indicando deficiéncia total da enzima quitotriosidase; dois fragmentos
(um com 195 pb e outro com 219 pb) corresponde ao padréo de heterozigoto para

a duplicacao de 24 pb.

3.2.4. Anélise Estatistica

A andlise descritiva inicial dos dados foi baseada a partir da determinacéao
de média e desvio padrdo dos niveis de quitotriosidase através do programa
BioEstat 5.0 (teste T e analise de regressao).

O teste “T” de Student € um teste estatistico que estabelece uma
comparacao entre duas amostras com o objetivo de constatar se ha similaridade
ou discrepancia entre os valores obtidos nas amostras de interesse.

O teste de regressdo € utilizado para averiguar se ha algum grau de
dependéncia entre duas variaveis, ou seja, alguma correlacao entre elas.

Para averiguar uma possivel correlacdo entre 0s genoétipos para a
duplicacéo de 24pb e os niveis plasméticos de quitotriosidase no grupo controle foi
aplicado o teste de Mann-Whitney.

O teste de Mann-Whitney, conhecido também como teste U, é uma prova
nao paramétrica destinada a comparar duas amostras independentes do mesmo
tamanho ou desiguais, cujos escores tenham sido mensurados pelo menos a nivel
cardinal.

A frequéncia da duplicacdo de 24 pares de base foi obtida a partir de
contagem alélica simples, dividindo a quantidade de alelos mutantes encontrados
pelo nimero total de alelos analisados. Os dados obtidos foram comparados com
0s observados na literatura através da analise do Qui-Quadrado.

Para efeito de calculos estatisticos foram excluidas as analises que deram

resultados ndo detectados para a atividade enzimatica de quitotriosidase.



4. RESULTADOS

A Tabela 4 mostra dados referentes a parasitemia dos pacientes com
malaria. Quanto a parasitemia observou-se uma variacdo de 500 a 88000
parasitos/mm3, com uma média de 9860 parasitos/mms3 e desvio padrao de 17835
parasitos/mm3. Sete pacientes foram classificados quanto a parasitemia através
de cruzes que representam uma escala para a classificacdo do paciente nesse
parametro, desses 7 pacientes 2 foram classificados como +; 4 como ++ e 1 como
++++, Diante desta circunstancia estes pacientes nao foram incluidos nos célculos

estatisticos que relacionaram parasitemia x dosagem de quitotriosidase.

Tabela 4 — Parasitemia dos pacientes positivos para Malaria

N Parasitemia
(parasitos/mms3)
Pacientes com Média / DP
Malaria 4 9860 + 17835

Na Tabela 5 estédo representados os valores de quitotriosidase obtidos de
pacientes com malaria e individuos do grupo controle. No primeiro grupo os niveis
da enzima variaram de 0 a 221,76 nmoles/h/mL, enquanto que em individuos
sadios os niveis variaram de 0 a 114,95 nmoles/h/mL. Os individuos acometidos
por Malaria apresentaram atividade da enzima quitotriosidase significativamente
maior (69,85+24,8 nmoles/h/mL) do que aqueles do grupo controle (38,03+19,8
nmoles/h/mL) (p<0,05). Esta diferenca entre os grupos pode ser visualizada na

figura 3.



Tabela 5 — Dosagem de quitotriosidase em pacientes positivos para malaria e
Grupo Controle.

Amostra analisada Dosagem de Quitotriosidase
0-114,95
Grupo controle (100)
38,03+19,8
_ o 0- 221,76
Pacientes com Malaria (54)
69,85+24,8

Atividade expressa em nmoles/h/mL

Dogzagem de quitatriozidaze[nmaolez/himl)
250
200

150

100 w

a0

I 1

Controle K alaria
Figura 3 - Comparacéo da atividade de Quitotriosidase (nmoles/h/mL) entre pacientes com Malaria

e individuos do grupo controle.

A Tabela 6 exibe os resultados pareados da dosagem de quitotriosidase

em individuos com Maléria e suas respectivas parasitemias.



Tabela 6. Dosagens plasmaéticas individuais de quitotriosidase em pacientes

positivos para maléria e suas respectivas parasitemias.

Identificacdo qu?gz?c?sr?dize Parasitemia(parasitos/mms3)
M-01 97,104 1700
M-02 48,84 2500
M-03 3,828 2000
M-04 33,212 500
M-05 77,26 10000
M-06 76,49 500
M-09 88,57 3000
M-10 22,00 2000
M-11 68,90 2000
M-12 11,48 12500
M-13 56,91 10000
M-14 25,34 10000
M-15 14,04 3000
M-17 24,57 15000
M-18 28,09 1000
M-19 221,76 3000
M-21 67,58 10000
M-23 71,28 88000
M-24 48,31 10000
M-25 50,4 10000
M-26 43,56 2500
M-27 29,57 10000
M-29 0,0 10000
M-30 92,6 2500
M-31 92,4 2000
M-34 60,19 10000
M-35 80,25 88000
M-37 20,06 500
M-38 80,78 6000
M-39 170,54 10000
M-40 8,97 10000
M-41 10,96 20000
M-42 120,12 5000
M-43 92,66 2500
M-44 99,00 17500
M-45 29,7 3500
M-46 39,07 3500
M-47 29,30 1500
M-48 56,60 20000
M-49 146,52 3500
M-50 186,84 1000
M-51 167,17 3500
M-52 98,34 1000
M-53 49,71 3000

M-54 49,71 10000




A figura 4 apresenta a analise de regressao entre a atividade da enzima
quitotriosidase e os niveis plasmaticos de parasitas por mm?>. O valor F = 0.0137
(regressao) néo foi significativo (p = 0.05). Os dados da correlacdo entre as duas
variaveis permitem verificar que o coeficiente de regressdo ndo difere
significativamente (b = 0.0001; t; = 0.1171; p=0.05).
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Figura 4 - Relacéo entre os niveis de Quitotriosidase e o grau de Parasitemia.

Na figura 5 estdo representados os padrdes de bandas das amostras de 3

individuos submetidos a reacéo de PCR e eletroforese em gel de agarose 2,5%.



Figura 5 — Produtos de PCR do éxon 10 do gene chitl visualizados em gel de
agarose 2,5 %. Canaleta 01: homozigoto selvagem; canaleta 02: heterozigoto para
duplicacéo de 24 pares de base; canaleta 03: homozigoto para a duplicagdo de 24 pares
de base.

A Tabela 7 apresenta o geno6tipo (homozigoto normal, homozigoto mutante
e heterozigoto) de 100 individuos quanto a presenca ou auséncia da duplicacédo

de 24 pares de base.



Tabela 07 — Gendétipo de individuos do grupo controle quanto a presencga ou

auséncia da duplicacéo de 24 pares de bases.

Homozigoto Homozigoto . Total
Heterozigoto )
normal mutante Analisado
Grupo
72 04 24 100
controle

Na figura 6 estdo representados os dados referentes a investigacdo da
correlacdo gendtipo (homozigoto normal e heterozigoto para a duplicacdo de 24

pb) x fendtipo bioquimico (representado pelas concentracdes plasmaticas de

quitotriosidase).

150

T

100+

Quitotriosidase

0 T 1
Homozigote Normal Heterozigoto

Genétipo
Figura 6 - Relagdo entre os niveis plasmaticos de quitotriosidase (expressos em

nmoles/h/mL) e gendtipos para a duplicacao de 24pb.

A Tabela 8 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas do gene chitl

em diversos grupos étnicos. A populagcédo analisada nesse estudo apresentou uma



frequéncia de 72% de individuos homozigotos normais, 24% de individuos
heterozigotos e 4% de homozigotos para a duplicacdo de 24 pb. As frequéncias
alélicas ficaram em torno de 84% para o alelo selvagem e 16% para o alelo

mutante.

Tabela 08 - FreqUéncias genotipicas e alélicas encontradas no gene chitl em
100 individuos.

Frequéncia Frequéncia Hardy-
Amostra o - _
Populacao ) Genotipica (%) Alélica (%) Weinberg
P-valor
CC Cc cc C C
Para 100 72 24 4 84 16 0.2840

C= Alelo Selvagem c= Alelo Mutante



5. DISCUSSAO

5.1. DOSAGEM DE QUITOTRIOSIDASE: GRUPO CONTROLE X PACIENTES
COM MALARIA.

O presente trabalho descreveu pela primeira vez na literatura a elevacéo
dos niveis plasméaticos da quitotriosidase em pacientes acometidos por malaria
vivax, uma doenca endémica do estado do Pard com milhares de pessoas
infectadas anualmente pelo parasita que promove a doenca, quando comparados

a um grupo de individuos nao parasitados por malaria.

Os dados comparativos (grafico 01) submetidos ao teste “t” forneceram
informacdo consistente permitindo sugerir que o0s niveis plasmaticos de
quitotriosidase em individuos sadios e individuos acometidos por maléaria diferem
significativamente (p<0,05). E importante ressaltar que os valores do desvio
padrdo referentes a atividade da quitotriosidase e observados no grupo de
pacientes com Malaria e no grupo controle foram elevados, sugerindo uma
expressiva heterogeneidade na atividade da enzima quitotriosidase, causando

sobreposic¢ao entre os dois grupos.

Barone e colaboradores (2003) verificaram que a média dos niveis de
quitotriosidase estava elevada em individuos acometidos por Malaria Falciparum

ou Maléria grave quando comparados a individuos sadios.

Os dados fornecidos neste estudo referentes a dosagem de
guitotriosidase ndo apresentaram um padrdo que Se possa presumir o
diagnéstico de Malaria. Ao contrario, por exemplo, da DG em que os valores de
quitotriosidase acima de 4000 nmoles/h/mL sé&o preditivos para o diagnostico de
DG. (Ries et al, 2006).



Esse dado é relevante na medida em que um dos objetivos do trabalho foi
avaliar a aplicagdo da quitotriosidase como marcador bioquimico para malaria. Os
valores obtidos ndo podem ser usados como ferramentas de diagnéstico ou
acompanhamento de pacientes, na medida em que ha uma faixa de sobreposicao
entre os valores de doentes e sadios. No entanto, os valores significativamente
aumentados da quitotriosidase observados no grupo de pacientes com Malaria
vivax podem corresponder a um marcador de resposta fisiologica.

A constatacdo de que os niveis plasmaticos elevados de quitotriosidase
observados em pacientes com maléria no presente estudo ainda estao abaixo dos
valores observados em pacientes com DG pode estar associada ao fato de que a
DG é uma doenca crbnica e gradativa, com intensa proliferacdo de macréfagos,
enquanto que a maléaria vivax é caracterizada por episddios agudos de febres

seguidos por sintomas como dor de cabeca e calafrios.

Dessa forma, os niveis de quitotriosidase significativamente elevados em
DG sao inerentes do estado fisiopatologico crénico desta enfermidade, enquanto
qgue os niveis observados em pacientes com Maléria sdo correspondentes a uma
resposta fisioldégica do organismo desencadeada por um processo como descrito
por Beutler & Grabowski, (2001); Neves (2004).

A quitotriosidase é uma enzima secretada por macrofagos com a
capacidade de degradar quitina e o seu papel fisiolégico no organismo ainda néo
estd totalmente elucidado. Entretanto, diversos trabalhos sugerem que a
expressao de quitotriosidase esta associada a resposta imune, ou que seria uma
resposta natural do organismo diante de um patégeno, como sugerido por Hollak
et al, (1993), Malaguarnera et al, (2005); Van Eijk et al (2005).

A participagdo da quitotriosidase no processo de resposta imune €
respaldada também por sua atividade estar diretamente ligada a proliferacdo de

macrofagos ativos, uma vez que estes sdo importantes componentes do



mecanismo de defesa do organismo. Nesse contexto, Boot e colaboradores (1995)
demonstraram que, em determinadas circunstancias, a quitotriosidase pode ser
considerada a principal proteina secretada pelos macréfagos, correspondendo a

cerca de 1% das proteinas totais secretadas.

A observacdo de niveis aumentados de quitotriosidase neste estudo é
representativa do processo de resposta imune, uma vez que a acao da
quitotriosidase esta associada com a liberacéo de fatores de resposta imune como
o TNF-a (Malaguarnera et al, 2005), que é um fator liberado pelas células do
sistema monocitico/macrofagico, e cuja liberacdo estd associada a muitos dos

sintomas da maléaria aguda, particularmente a febre e o mal-estar (Neves, 2004).

Uma caracteristica clinica dos pacientes com malaria é a ocorréncia de
anemia, a qual esta relacionada a destruicdo das células vermelhas do sangue.
Esse evento induz aumento de quitotriosidase em virtude do acumulo de ferro e
produtos da degradacdo da membrana dentro dos macrofagos (Barone et al,
2003).

Outro trabalho desenvolvido por Barone e colaboradores (1999) observou
niveis de quitotriosidase aumentados em pacientes com Beta Talassemia Maior
comparaveis aos de pacientes com DG em 10% dos pacientes do estudo. Uma
caracteristica desta patologia é a sobrecarga de ferro provocada por uma
eritropoiese ineficiente, bem como transfusbes que estes pacientes sdo
submetidos. Este evento seria um dos fatores responsaveis pelos niveis

aumentados da quitotriosidase nesta patologia.

A interleucina 12, ou IL-12, € uma molécula que faz parte de uma familia de
proteinas secretadas por linfécitos, heterogénea quanto ao aspecto estrutural,
mas que fundamentalmente estimula modificacées celulares amplificadoras da
resposta imune. Especificamente, a IL-12, é liberada por macréfagos e induz

producao de células NK e IFNy. (Feldman, 1997)



Lauw e colaboradores (1999) observaram uma associagcao positiva entre o
aumento dos niveis de IL-12 e quitotriosidase. Levando-se em consideracao
evidéncias de gque a resposta imune na malaria é mediada por uma sequéncia de
eventos que envolvem a IL-12. Essa associacao pode ser justificada pelo fato que
a IL-12 estimula a producao de IFNy, e que ha uma superexpressdo do RNAm da
quitotriosidade em macréfagos estimulados quando IFNy esta presente

(Malaguarnera et al, 2005)

A participagdo da quitotriosidase em todo esse processo ainda ndo esta
bem esclarecida: se ela € apenas um marcador do estado fisioldgico inerente ao
paciente com maldria, ou se ela tem uma participacdo mais direta nesse evento no
que se refere ao envolvimento desta proteina em alguma via de resposta
inflamatoéria. Essa circunstancia abre a perspectiva de novas pesquisas que
possam elucidar o papel fisiolégico da quitotriosidase, desde a sua expressao até

sua efetividade no contexto celular.

Entre as amostras estudadas do grupo controle sete individuos néo
exibiram atividade de quitotriosidase, quadro compativel com a Deficiéncia de

Quitotriosidase. Esse resultado sera discutido mais adiante.

5.2. ATIVIDADE DE QUITOTRIOSIDASE x PARASITEMIA

Neste trabalho, foi avaliada uma possivel relacdo das dosagens de
quitotriosidase e o nivel de parasitemia, que é um parametro hematoldgico de
rotina para avaliacdo clinica dos pacientes com Malaria no qual sdo observados
valores aproximados dos numeros de parasitos por mm?3 a partir de uma gota de
sangue coletada do dedo indicador do paciente. A parasitemia € realizada por

analise microscopica e determinada no momento do diagndstico.

A relacéo da atividade de quitotriosidase e parasitemia em pacientes com
Malaria foi analisada por teste de regresséo. Os resultados (figura 3) entre as duas



variaveis ndo foram significantes, permitindo informar a partir da analise estatistica
que a atividade da quitotriosidase é independente do grau de parasitemia do
paciente.

Esse resultado pode ser explicado pela atividade especifica da enzima
quitotriosidase em degradar quitina, a qual ndo se encontra no Plasmodium. A
partir desses resultados, pode-se argumentar que os valores elevados da
quitotriosidase sdo eminentemente decorrentes da proliferacdo de macréfagos

ativados e ndo por sua atuacao direta no combate a infeccdo por Plasmodium.

5.3. ATIVIDADE DE QUITOTRIOSIDASE X GENOTIPO

Neste trabalho ndo foi observada uma correlacdo direta entre os niveis
plasmaticos de quitotriosidase (fenétipo bioquimico) e os gendtipos para a
duplicacdo de 24pb que determina a deficiéncia de quitotriosidase no caso de
homozigotos mutantes. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de
Rodrigues e colaboradores (2004) que nao encontraram uma associacao
consistente para determinagcdo da relagdo genotipo/fenétipo para esse
polimorfismo e a dosagem de quitotriosidase.

Boot e colaboradores (1998) sugerem em seu trabalho que heterozigotos
para a duplicacdo de 24pb apresentam niveis de quitotriosidase com
aproximadamente metade dos valores observados em homozigotos normais. Esse
dado difere dos resultados constatados no presente trabalho uma vez que foi
evidenciado nos resultados um faixa acentuada de sobreposicdo entre

homozigotos normais e heterozigotos para a duplicacdo de 24 pb. (Figura 05)



5.4. FREQUENCIAS DA DUPLICACAO DE 24pb EM DIFERENTES
POPULACOES

O gene da quitotriosidase é formado por 12 éxons, totalizando um gene de
20Kb. Uma duplicacdo de 24 pares de bases no éxon 10 do gene chitl e em
homozigose condiciona a deficiéncia de quitotriosidase (Figura 01). Esta mutacao
promove uma mudanca na estrutura da proteina resultando na perda de 29
aminoacidos, interferindo na sua atividade catalitica. Essa condicdo é muito
frequente, com uma estimativa de 6% de homozigotos mutantes em diferentes
etnias (Boot et al, 1998).

A Tabela 9 apresenta as frequéncias génicas e alélicas referentes a
presenca ou auséncias da duplicacdo de 24pb no exon 10 do gene chitl bem

como a analise do equilibrio de Hardy-Weynberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg é utilizado para verificar se uma populacéo
esta sofrendo acdo de mecanismos evolutivos como uma mutacédo, deriva génica,
migracao ou selecdo natural. Através da analise do Qui-quadrado é possivel inferir

se a populacao alvo do estudo estd em equilibrio.

A frequéncia do alelo mutante (presenca da duplicagdo de 24 pb)
observada neste trabalho se aproximou das frequéncias obtidas na maioria dos

estudos realizados.

A andlise da tabela 9 também permite verificar uma variabilidade nas
frequéncias da duplicacdo de 24pb entre as populagfes estudadas. A frequéncia
do alelo mutante variou de 11,7% na populacdo dos Paises Bascos a 27,4% na
Sicilia (Italia). Em relacdo ao genotipo ha auséncia de homozigotos mutantes na
populacdo basca. A populacdo francesa apresentou a maior frequiéncia (9,3%) de

homozigotos para a duplicacéo de 24pb.



A duplicacéo de 24pb foi estudada por Rodrigues e colaboradores (2010)

em 122 individuos sadios da Regido Sudeste do Brasil, sendo observada uma

frequencia do alelo mutante de 30% e do genoétipo homozigoto mutante de 9%,

diferindo dos resultados encontrados para o presente estudo (p>0,05).

Tabela 9 - Freguéncias genotipicas e alélicas encontradas no gene chitl em

diversos grupos.

Frequéncia Freqiiéncia Hardy-
Amostra . - . .
Populacao ) Genotipica (%) Alélica (%) Weinberg Referéncia
CcC Cc cc C c P-valor
Presente
Para 100 72 24 4 84 16 0.2840
estudo
Rio Grande Wajner et al.,
207 57.5 38.6 3.9 76.8 23.2 0.4054
do Sul 2006
Piras et al.,
Espanha 103 61.2 32.0 6.8 77.2 22.8 0.399
2006
Paises Piras et al.,
60 76.7 23.3 0.0 88.3 11.7 1.000
Bascos 2006
Piras et al.,
Franca 128 59.4 31.3 9.3 75.0 25.0 0.061
2006
Piras et al.,
Sardénia 340 68.6 27.9 35 82.5 17.5 0.572
2006
Piras et al.,
Cérsega 194 74.8 24.2 1.0 86.9 13.1 0.540
2006
) Piras et al.,
Italia 99 63.7 34.3 2.0 80.8 19.2 0.514
2006
) Piras et al.,
Turquia 95 66.3 29.5 4.2 81.1 18.9 0.731
2006
Judeus Boot et al.,
) 68 60.3 33.8 5.9 0.772 22.8 0.6902
Askenazi 1998
Rodrigues et
Portugal 295 60.0 37.3 2.7 0.786 21.35 0.2685
al., 2004
o Malaguarnera
Sicilia 100 51.01 4454 545 0.7255 27.45 0.2809

et al., 2003




No presente estudo sete individuos ndo apresentaram atividade da enzima
quitotriosidase, resultado compativel com deficiéncia de quitotriosidase. No
entanto, a analise molecular evidenciou que destes, 3 ndo eram homozigotos
mutantes para essa condicdo. Lee e colaboradores (2007) observaram dados
similares em seu estudo com individuos de diferentes ancestralidades nos quais
houve uma associagao entre os polimorfismos G354R e A442V e a auséncia de

atividade da quitotriosidase.

Choi e colaboradores (2001) encontraram uma associacao entre a
quitotriosidase e regibes endémicas para filariose, onde a frequéncia de
deficiéncia de quitotriosidase nessas regifes é baixa. Estes autores alegaram a
possibilidade da presenca de uma pressao evolutiva que essa regido sofreu no
decorrer do tempo. Seguindo esse raciocinio seria razoavel se pensar que ocorra
um fendmeno similar em nosso estudo, uma vez que o estado do Para se
encontra em uma regido endémica para malaria. Entretanto, seria prematuro
afirmar isso na medida em que ainda ndo ha evidéncias suficientes da
participacdo da quitotriosidase no processo inflamatério da malaria. Este fato é
reforcado uma vez que neste trabalho n&o foi encontrada uma correlagéo entre a

quitotriosidase e a parasitemia dos pacientes com Malaria vivax.

Considerando que o papel fisiolégico da quitotriosidase ainda estd em
discussao, a alta frequiéncia da deficiéncia de quitotriosidase em paises de origens
étnicas diferentes contribui para o fortalecimento da idéia de que a quitotriosidase
perdeu, ao longo da evolucéo, sua funcdo primaria, e que ha pelo menos uma

outra proteina que desempenha o mesmo papel no organismo (Boot et al, 1998).

As evidéncias de que a quitotriosidase tem acdo quitinase e que esta
proteina corresponde a uma ferramenta de monitoramento para avaliar a eficacia
do tratamento de pacientes com DG sdo as atribuicdbes e aplicagbes mais

concretas sobre a quitotriosidase.



Nesse caso um estudo molecular no gene chitl se faz relevante pela alta
frequéncia de deficiéncia de quitotriosidase o que tem interferéncia direta na
tomada de deciséo para se utilizar uma medida terapéutica adequada diante de
doencas fungicas ou outros parasitas bem como a prépria DG. Este tipo de estudo
aponta para a possibilidade de possiveis pesquisas em outras etnias que
compdem a populacédo do Estado do Para, como por exemplo, em indios (Oliveira,

2010, dados néo publicados) e quilombolas.



6. CONCLUSOES

A média dos niveis plasmaticos de quitotriosidase em individuos com
malaria vivax foi significativamente maior em relacdo aos niveis plasmaticos de

quitotriosidase observados em individuos ndo parasitados.

N&o ha correlacdo entre os niveis plasmaticos de quitotriosidase e o nivel

de parasitemia para malaria.

A frequiéncia genotipica para a deficiéncia de quitotriosidase foi de 72%
para Homozigotos Normais; 24% para Heterozigotos e 4% para Homozigotos

mutantes.

N&o foi possivel estabelecer correlacdo entre os niveis plasméaticos de

quitotriosidase e os genatipos para a duplicacao de 24pb.

A frequéncia alélica da duplicacdo de 24pb no exon 10 do gene chitl na
populacdo paraense foi de 84% para o alelo selvagem e 16% para o alelo

mutante.
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ANEXO 01

. GOVERNO DO ESTADO DO PARA ]
FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

A Comissdo de Etica em Pesquisa analisou no dia 14 de margo de 2006 o
projeto de pesquisa intitulado “ ANALISE DA ENZIMA QUITOTRIOSIDASE EM
DIFERENTES CONDIGOES CLINICAS: MALARIA E TALASSEMIA ” de autoria
do discente CLEBER MONTEIRO CRUZ, orientado pelo Prof. Dr. LUIZ CARLOS
SANTANA DA SILVA, obtendo APROVAGAO com autorizagdo para desenvolve
— lo na Universidade Federal do Para.

Belém,11 de abril de 2006.

Informo ainda, que V. As. Devera apresentar relatorio semestral (previsto para
01/10/06), anual e/ ou relatério final para este Comité acompanhar o
desenvolvimento do projeto ( item VII.13.d. da Resolugéo n® 196/96 — CNS / MS).

Atenciosamente,

coone R, 5. Sk Cors

Ve Yewea g vl-_j_;:;s Hipt T
Dra. Simone Conde

Coordenadora do CEP




ANEXO 02
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo

O presente trabalho tem como objetivo de avaliar aspectos bioquimicos e
moleculares da proteina de fungdo enzimatica denominada quitotriosidase usando como
modelo de estudo a Malaria. Essa investigacdo fundamenta-se na possibilidade de uma
melhor compreensdo do papel bioquimico da quitotriosidase e sua participagdo como
componente de resposta imune em um modelo de doenga endémico de nossa como é o
caso da malaria. Além disso, este trabalho visa estabelecer a freqtiéncia da Deficiéncia de
quitotriosidase, uma condi¢do relativamente freqiente em diversos povos, e com
implicagdes clinicas pouco conclusivas e que ainda ndo ha dados a respeito dessa
condicdo na Regido Norte.

Como instrumento para o alcance dos objetivos deste trabalho sera coletada uma
amostra de 10 mL de sangue em seringa com heparina para a dosagem enziméatica da
quitotriosidase e/ou 5 mL de sangue com EDTA para analise molecular do gene da
quitotriosidase. Os resultados do teste sdo confidenciais e utilizados exclusivamente para
fins do objeto de do trabalho, sendo resguardado o sigilo, o direito as informacdes a
qualquer momento, bem como a recusa em patrticipar do trabalho.

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida relacionada ao trabalho, da liberdade de nédo participar

do estudo, da seguranca do sigilo e do carater confidencial das informacdes.

Data: / /

Nome do Participante:

Pesquisador: Cléber Monteiro Cruz



ANEXO 03

Dados Individuais de Pacientes com Maléria: género, idade e parasitemia

Identificacdo Género Idade (Anos) Parasitemia
(parasitos/mms3)

M-01 Masculino 33 1700
M-02 Masculino 41 2500
M-03 Masculino 26 2000
M-04 Feminino 28 500
M-05 Feminino 69 10000
M-06 Masculino 60 500
M-07 Masculino 36 ++
M-08 Masculino 19 +
M-09 Masculino 52 3000
M-10 Masculino 24 2000
M-11 Masculino 15 2000
M-12 Masculino 27 12500
M-13 Masculino 08 10000
M-14 Masculino 31 10000
M-15 Feminino 41 3000
M-16 Masculino 55 25
M-17 Masculino 24 15000
M-18 Masculino 51 1000
M-19 Feminino 14 3000
M-20 Masculino 35 +++
M-21 Feminino 65 10000
M-22 Feminino 32 ++
M-23 Feminino 40 88000
M-24 Feminino 31 10000
M-25 Feminino 48 10000
M-26 Masculino 53 2500
M-27 Masculino 13 10000
M-28 Feminino 30 ++
M-29 Feminino 59 10000
M-30 Masculino 2500
M-31 Masculino 2000
M-32 Masculino +
M-33 Masculino ++
M-34 Masculino 10000
M-35 Masculino 88000
M-36 Feminino 6V
M-37 Feminino 500
M-38 Masculino 6000
M-39 Feminino 10000
M-40 Masculino 10000
M-41 Masculino 20000
M-42 Feminino 5000
M-43 Masculino 2500
M-44 Masculino 17500




M-45
M-46
M-47
M-48
M-49
M-50
M-51
M-52
M-53
M-54

Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino

3500
3500
1500
20000
3500
1000
3500
1000
3000
10000




ANEXO 04

Dosagens de Quitotriosidase: Pacientes com Maléaria e grupo controle.

DOSAGEM DE QUITOTRIOSIDASE (nmoles/h/mL)

M-01
M-02
M-03
M-04
M-05
M-06
M-07
M-08
M-09
M-10
M-11
M-12
M-13
M-14
M-15
M-16
M-17
M-18
M-19
M-20
M-21
M-22
M-23
M-24
M-25
M-26
M-27
M-28
M-29
M-30
M-31
M-32
M-33
M-34
M-35
M-36
M-37
M-38
M-39
M-40
M-41
M-42
M-43
M-44
M-45

97,104
48,84
3,828

33,212
77,26
76,49

191,03
41,34
88,57
22,00
68,90
11,48
56,91
25,34
14,04
10,53
24,57
28,09

221,76

165,06
67,58

141,63
71,28
48,31

50,4
43,56
29,57
80,38

0,0

92,6

92,4
30,88
55,44
60,19
80,25
20,06
20,06
80,78

170,54

8,97
10,96

120,12
92,66
99,00

29,7

M-51
M-52
M-53
M-54

167,17
98,34
49,71
49,71

C-01
C-02
C-03
C-04
C-05
C-06
C-07
C-08
C-09
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
Cc-27
C-28
C-29
C-30
C-31
C-32
C-33
C-34
C-35
C-36
C-37
C-38
C-39
C-40
C-41
C-42
C-43
C-44
C-45

7,92
19,00
0,0
19,0
61,25
51,48
24,08
73,92
53,86
18,48
9,37
35,90
20,06
64,68
24,95
39,07
43,48
8,98
10,03
8,98
0,0
19,96
37,07
78,14
20,59
0,0
39,34
27,72
9,83
27,72
22,97
14,45
22,97
3,96
29,57
14,45
21,12
51,48
34,32
0,0
85,80
31,68
31,68
49,26
85,80

C-51
C-52
C-53
C-54
C-55
C-56
C-57
C-58
C-59
C-60
C-61
C-62
C-63
C-64
C-65
C-66
C-67
C-68
C-69
C-70
C-71
C-72
C-73
C-74
C-75
C-76
C-77
C-78
C-79
C-80
C-81
C-82
C-83
C-84
C-85
C-86
Cc-87
C-88
C-89
C-90
C-91
C-92
C-93
C-94
C-95

114,95
102,96
85,80
26,76
55,44
110,88
26,40
26,40
52,80
52,80
58,08
39,60
26,40
21,12
26,40
14,52
39,60
26,40
26,40
13,20
29,04
13,20
29,04
31,68
0,0
31,68
42,24
39,60
52,80
39,60
26,40
36,60
92,40
36,60
26,40
52,80
26,40
26,40
39,60
31,68
79,20
36,60
29,04
10,56
10,56




M-46
M-47
M-48
M-49
M-50

39,07
29,30
56,60
146,52
186,84

C-46
C-47
C-48
C-49
C-50

0,0
85,80
51,48
65,68
82,10

C-96
C-97
C-98
C-99
C-100

0,0
29,04
31,68
36,68
29,04




ANEXO 05
Dosagens de Quitotriosidase: Pacientes com Malaria x Parasitemia.

Identificacéo Dosagem de quitotriosidase Parasitemia(parasitos/mms)
M-01 97,104 1700
M-02 48,84 2500
M-03 3,828 2000
M-04 33,212 500
M-05 77,26 10000
M-06 76,49 500
M-09 88,57 3000
M-10 22,00 2000
M-11 68,90 2000
M-12 11,48 12500
M-13 56,91 10000
M-14 25,34 10000
M-15 14,04 3000
M-17 24,57 15000
M-18 28,09 1000
M-19 221,76 3000
M-21 67,58 10000
M-23 71,28 88000
M-24 48,31 10000
M-25 50,4 10000
M-26 43,56 2500
M-27 29,57 10000
M-29 0,0 10000
M-30 92,6 2500
M-31 92,4 2000
M-34 60,19 10000
M-35 80,25 88000
M-37 20,06 500
M-38 80,78 6000
M-39 170,54 10000
M-40 8,97 10000
M-41 10,96 20000
M-42 120,12 5000
M-43 92,66 2500
M-44 99,00 17500
M-45 29,7 3500
M-46 39,07 3500
M-47 29,30 1500
M-48 56,60 20000
M-49 146,52 3500
M-50 186,84 1000
M-51 167,17 3500
M-52 98,34 1000
M-53 49,71 3000

M-54 49,71 10000




ANEXO 06

Genotipagem Individual da duplicac&o de 24pb no grupo controle

Paciente Condicao Paciente Condicao
C-01 Heterozigoto C-51 Homozigoto normal
C-02 Homozigoto normal C-52 Homozigoto normal
C-03 Homozigoto mutante C-53 Homozigoto normal
C-04 Heterozigoto C-54 Heterozigoto
C-05 Homozigoto normal C-55 Heterozigoto
C-06 Homozigoto normal C-56 Heterozigoto
C-07 Homozigoto normal C-57 Homozigoto normal
C-08 Homozigoto normal C-58 Homozigoto normal
C-09 Homozigoto normal C-59 Homozigoto normal
C-10 Heterozigoto C-60 Homozigoto normal
C-11 Homozigoto normal C-61 Homozigoto normal
C-12 Homozigoto normal C-62 Homozigoto normal
C-13 Homozigoto normal C-63 Homozigoto normal
C-14 Homozigoto normal C-64 Homozigoto normal
C-15 Homozigoto normal C-65 Homozigoto normal
C-16 Homozigoto normal C-66 Homozigoto normal
C-17 Homozigoto normal C-67 Homozigoto normal
C-18 Homozigoto normal C-68 Homozigoto normal
C-19 Homozigoto normal C-69 Homozigoto normal
C-20 Heterozigoto C-70 Homozigoto normal
C-21 Heterozigoto C-71 Heterozigoto
C-22 Heterozigoto C-72 Homozigoto normal
C-23 Homozigoto normal C-73 Homozigoto normal
C-24 Homozigoto normal C-74 Homozigoto normal
C-25 Homozigoto normal C-75 Homozigoto mutante
C-26 Homozigoto mutante C-76 Homozigoto normal
C-27 Homozigoto normal C-77 Homozigoto normal
C-28 Homozigoto normal C-78 Homozigoto normal
C-29 Heterozigoto C-79 Homozigoto normal
C-30 Homozigoto normal C-80 Homozigoto normal
C-31 Homozigoto normal C-81 Homozigoto normal
C-32 Heterozigoto C-82 Homozigoto normal
C-33 Homozigoto normal C-83 Heterozigoto
C-34 Heterozigoto C-84 Homozigoto normal
C-35 Homozigoto normal C-85 Homozigoto normal
C-36 Heterozigoto C-86 Homozigoto normal
C-37 Homozigoto norma C-87 Homozigoto normal
C-38 Heterozigoto C-88 Homozigoto normal
C-39 Homozigoto normal C-89 Homozigoto normal
C-40 Homozigoto normal C-90 Heterozigoto
C-41 Homozigoto normal C-91 Homozigoto normal




ANEXO 06
Genotipagem

controle(continuacéo)

Individual

da duplicacao

de 24pb no grupo

C-42 Heterozigoto C-92 Homozigoto normal
C-43 Heterozigoto C-93 Homozigoto normal
C-44 Heterozigoto C-94 Heterozigoto

C-45 Homozigoto normal C-95 Homozigoto normal
C-46 Homozigoto normal C-96 Homozigoto mutante
C-47 Homozigoto normal C-97 Homozigoto normal
C-48 Heterozigoto C-98 Heterozigoto

C-49 Heterozigoto C-99 Homozigoto normal
C-50 Homozigoto normal C-100 Homozigoto normal




