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RESUMO

A primeira microepidemia pelo Trypanosoma cruzi na Amazoénia brasileira foi
publicada em 1969 e, desde entdo, outras tém sido observadas em familias
residentes em varios municipios dos Estados daquela regido. Em 2007 e 2009 foram
identificados casos clinicos de doenca de Chagas aguda (DCA) em familias dos
municipios de Barcarena e Breves, Estado do Para. Este estudo mostrou anticorpos
da classe IgG contra antigenos do T. cruzi em 35,7% (39/109) das pessoas, sendo
29,5% (13/44), 26,6% (4/15), 20,6% (6/29), respectivamente, das familias A, B, e C
residentes no municipio de Barcarena, e em 76,1% (16/21) da familia D do
municipio de Breves; em 66,6% (14/21) dos casos dessa familia foram identificados
anticorpos IgM anti-T. cruzi. Os resultados de PCR com iniciadores de nDNA do
parasito foram positivos em 76,1% (83/109) dos casos: Familia A, 77,2%; B, 100%;
C, 75,8% e D, 57,1%. De grande interesse, em 21 casos de DCA o exame
parasitologico positivo foi convalidado pela PCR com iniciadores de nDNA de T.
cruzi. Ademais, nas células germinativas do sémen foi confirmada infecgao ativa
pelo T. cruzi, também presente nas células somaticas do sangue, pela PCR com
iniciadores especificos de nDNA e kDNA. Adicionalmente, 16,5% (18/109) casos
positivos apenas para kDNA, sem a infeccdo ativa, retiveram sequéncias de
minicirculos integradas no genoma. Nesses 18 casos as mutagdes de KDNA foram
transferidas para as progénies pela reproducédo sexuada. Com esse respeito, a
diferenca de 53% (44/83) entre os resultados obtidos pela PCR para nDNA e
aqueles dos testes imunoldgicos contra antigenos de T. cruzi tem importancia
epidemidlogica ainda nao apreciada em outra investigagdo. Pois, a presenca de
NDNA e kDNA foi encontrada na auséncia de anticorpos contra antigenos de T. cruzi
nos hospedeiros tolerantes aos antigenos do parasito. Ademais, em todos esses
casos de infecgao ativa também ocorreu transferéncia vertical de sequéncias de
minicirculos de KDNA do T. cruzi pela reproducdo sexuada e as mutagdes foram
prontamente identificadas no genoma humano. Entdo, a larga diferenga entre os
resultados de testes imunoldgicos e de PCR pode ser explicada pela aquisicdo da
infecgao via sexual ou transplacentaria, durante a fecundacado ou na fase inicial da
gestagao, antes do desenvolvimento do sistema imune do embrido, e o individuo
nasce tolerante aos antigenos de T. cruzi. As muta¢des de kDNA foram identificadas

nos cromossomos, e o principal sitio de integracéo foi retrotransposon LINE-1 em



70% (301/430) das quimeras identificadas. Em 83,3% (50/60) dos casos as
mutag¢des ocorreram no gene do receptor olfatério OR1-17, e em apenas 16,6%
(10/60) foram encontradas em genes com outras fungdes reconhecidas. O achado
mais relevante neste estudo foi a documentacdo de transmissdo do kDNA e do

NnDNA do T. cruzi pela reproducédo sexuada.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi; transmissdo sexual; doenga de Chagas;
diagndstico: anticorpos e PCR; integracdo de kDNA; retrotransposons; ruptura de

genes.



ABSTRACT

By 1969, a microepidemic of Trypanosoma cruzi was recognized in the
Brazilian Amazonia, and lately they have been constantly reported in families from
several counties in the region. By 2007 and 2009, clinical cases of acute Chagas
disease were identified in families living in counties of Barcarena and Breves, Estado
do Para. The exams revealed IgG antibodyes against T. cruzi antigens in 35,7%
(39/109) cases of the study population: Family A, 29,5% (13/44); B, 26,6% (4/15); C,
20,6% (6/29) of Barcarena county, and Family D, 76,1% (16/21) of Breves; Anti-T.
cruzi 1IgM antibody was identified in 66,6% (14/21) of family D cases. The PCR
assays with specific nDNA primer sets yielded positive results in 76,1% (83/109)
cases: Family A, 77,2%; B, 100%; C, 75,8%; and D, 57,1%. Of interest, 21 cases
showing symptoms of acute Chagas disease had parasitologic demonstration of T.
cruzi and these were convalidated by the PCR assays with nDNA primer sets.
Moreover, germline cells from male gametes showed T. cruzi nDNA and kDNA as
well as somatic mononuclear cells from blood. Additionally, 16,5% (18/109) of KDNA
positive cases in absence of active infection retained the minicircle sequences in the
genome. In these cases the kDNA mutations were vertically transfered to progenie by
sexual reproduction. With this respect, the reported differences 53% (44/83) between
results of antibody assays and those obtained by PCR with primer sets to T. cruzi
NDNA have broad epidemiologic importance not yet reported by previous
investigation. The presence of nDNA and kDNA was documented in the absence of
antibody against T. cruzi antigens in hosts’ immue tolerant to the parasite antigens.
Furthermore, vertical transfer of T. cruzi minicircle occurs by sexual reproduction in
every case nDNA and kDNA are present in the course of an active infection. Insofar,
the reported differences herein can be explained by the acquisition of the infection
during fecundation or in the early gestational period, via sexual transmissédo or
transplacenta from mother to offspring before embryo immune system development;
and the newborn becomes tolerant to T. cruzi antigens. The kKDNA mutations were
identified in several chromosomes, and the main integration hotspot was LINE-1 in
70% (301/430) cases. The mutations entered at the olfactory ORI-17 gene in (50/60)
cases (83,3%) and in (10/60) cases (16,6%) they were found in genes with annotated

functions. A highly relevant finding in this study was the documentation of

Vi



transmission of kDNA, and of nDNA from T. cruzi active infection by sexual

reproduction.

Key words: Trypanosoma cruzi; sexual transmission; Chagas disease; diagnosis:
antibodies and PCR assays; kDNA mutations; retrotransposons; vertical transfer;

gene rupture.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tripanossomiase Americana e Doencga de Chagas

Apo6s 100 anos da descricdo do Trypanosoma cruzi, a moléstia de Chagas
permanece como um grande desafio a saude publica nos paises da América
Latina. Estima-se que 18 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo T.
cruzi e cerca de 100 milhdes de individuos vivem expostos ao risco de
infeccdo, nos 21 paises onde a doenga € endémica (WHO, 2002). Ainda que
tenha sido constatada uma reducédo significativa na transmissao vetorial pelo
Triatoma infestans, nao existem dados quantitativos substitutivos da estimativa
de 18 milhdes de chagasicos na América Latina (Dias e cols, 2008).

Segundo Coura (2007), a enzootia e a antropozoonose s&o expandidas
com o desmatamento e 0 avango da agricultura e da pecuaria. Essas praticas e
o aumento da densidade demografica em regides endémicas fizeram com que
algumas espécies de triatomineos de habitos silvestres gradativamente se
adaptassem ao peridomicilio e domicilio humano. Dessa forma, a zoonose
transformou-se em antroponose e a prevaléncia da infecgdo em humanos
aumentou consistentemente nos ultimos trés séculos.

A Amazobnia brasileira é hoje considerada regiao endémica para doencga
de Chagas. As infecgdes em humanos tornaram-se evidentes a medida que
houve investigagao sistematica em regides onde a densidade demografica e a
modificacdo do ecossistema criaram as condicbes adequadas a manutencao
do ciclo de transmissao do T. cruzi, sustentado pelas mais de 1250 espécies de
mamiferos e mais de 40 espécies de triatomineos (Gurgel-Gongalves, 2008). A
doenga de Chagas aguda (DCA) tem sido encontrada nessa regido como uma
enfermidade emergente, com ocorréncia de microepidemias em agrupamentos
de familias, sugerindo que a transmissao fosse, possivelmente, relacionada a
ingestdo de alimentos contaminados com o T. cruzi. Até o momento ndo se
encontrou outra evidéncia satisfatoria para explicar tais microepidemias
(Valente, 2008). A presenca de muitas especies de triatomineos contaminados
com T. cruzi na regiao amazébnica também favorece a rota de transmissao oral
da infeccdo. Existem poucos estudos sobre a morbidade da DCA com

acometimento cardiaco na Amazénia, mas suspeita-se que a severidade da



forma aguda da doenca tenha relagcdo com a transmissao do T. cruzi pela via
oral (lanni e Mady, 2005).

Atualmente tém ocorrido microepidemias de infec¢des agudas na
Amazonia onde existe aproximacgéo entre T. cruzi, reservatorios invertebrados
e vertebrados, e 0 homem (Coura e cols, 2002; Valente, 2008). A obtencgao de
conhecimento sobre a ecoepidemiologia, a dindmica da transmisséao, e o perfil
clinico da DCA é fundamental nas estratégias para intervencéo (Pinto e cols,
2008). A colonizacao rapida dessa regidao, com desmatamento ou ocupagéo
desordenada de areas florestais, gera dificuldades que ndo s&o resolvidas
mediante estratégia convencional de combate ao inseto-vetor (Aguilar e cols,
2007). O combate ao triatomineo na floresta é tarefa complexa, requerendo
emprego de novos modelos de gerenciamento das agdes antropicas na regido
e promocado da educagao ambiental, visando ao combate dos triatomineos
(Gomes e cols, 2008).

1.2. Transmissdo oral do Trypanosoma cruzi e doenga de Chagas aguda
experimental

A ingestao de formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi ndo afeta a
viabilidade do protozoario que sobrevive no suco gastrico (Camandaroba e
cols, 2002). A transmissdo oral do T. cruzi pode ser rota freqiente em
marsupiais e outros mamiferos insetivoros susceptiveis a aquisi¢cao da infecgao
pela ingestdo do alimento contaminado (Pereira e cols, 2009). Logo apés a
descoberta da tripanossomiase, Carlos Chagas e Oswaldo Cruz descreveram o
primeiro caso de transmissdo oral da doenga, quando saguis (Callitrix
penicillata), colocados em jaula juntamente com triatomineos infectados pelo
protozoario, adquiriram a infeccdo, e a explicacdo encontrada foi a
contaminagao mediante ingestao dos insetos pelos saguis (Dias, 2006).

Na década de 1930, Mazza e cols. relataram a infeccdo de ratos sadios
que devoraram um roedor silvestre infectado, e a infecgdo experimental
também foi descrita em cédes que ingeriram moscas domésticas alimentadas
com fezes de triatomineos portadores de T. cruzi. Observagbes sobre a
possibilidade de transmissdo de T. cruzi pela via oral foram referidas
inicialmente por Natan-Larrier (1921), depois por Brumpt (1931), Kofoid e

Donat, (1933) e Cardoso (1933), que testaram a capacidade de mamiferos se



infectarem ao ingerir fezes de triatomineos, até a descricdo dos primeiros
casos humanos por Mazza (1936). Nos estudos experimentais sobre a
viabilidade do parasito ingerido pela via oral, Torrico (1950) e Wood (1960)
observaram a sobrevivéncia do parasita por longo tempo nos intestinos de
triatomineos, moscas (Vergani, 1952) e até em baratas (Diaz Ungria, 1968),
possibilitando a transmissdo do T. cruzi para coelhos, gatos, e céaes. Mayer
(1961) demonstrou a infeccdo de animais experimentais alimentados com leite
contaminado com excrementos de T. infestans, mantido durante 24 horas a
temperatura ambiente.

Yaeger (1971), na Lousiana Estados Unidos, demonstrou que gambas
adquiriram infecgdo experimental pelo T. cruzi mediante ingestdo de dois
triatomineos (Rhodnius prolixus). De acordo com o autor, a infecgdo pelo T.
cruzi pode ser freqiuente em mamiferos e roedores devido a seus habitos
alimentares insetivoros ou pela predagdo de outros mamiferos infectados.
Também nos Estados Unidos (Roellig e cols, 2009), foi demonstrada a
transmissao oral de T. cruzi em guaxinim (Procyon lotor), reservatorio natural
do T. cruzi naquele pais, mediante ingestdo de tripomastigotas em hemipteros
infectados.

Lainson e cols (1980) misturaram suspenséo de epimastigotas de T. cruzi
com leite pasteurizado, feijdo cozido, peixe, carne bovina, arroz, suco de
manga, queijo e farinha de mandioca. Os autores observaram que o T. cruzi
sobreviveu durante 3 horas nos alimentos mantidos a temperaturas entre 26°C
e 28°C. Esses alimentos foram usados como ragao e 100% dos camundongos
adquiriram a infecgdo pela via oral.

Jansen e Deane (1985) ressaltaram a importancia do gamba (Didelphis
marsupialis) como reservatorio e transmissor do T. cruzi, quando constataram a
infeccdo de camundongos que ingeriram alimentos contaminados com
excrementos do marsupial. Nos anos seguintes, diversos trabalhos
confirmaram a viabilidade da transmissao por via oral, utilizando diferentes
vias, hospedeiros e vetores expostos a contaminagéo pelo T. cruzi (Storino e
Jorg, 1994). Calvo-Méndez e cols (1994) demonstraram a infecgdo chagasica
por via oral em camundongos pela administragdo de agua potavel, leite
pasteurizado, carne moida crua ou cozida, queijo fresco e arroz cozido

contaminados com fezes de Triatoma pallidipennis. Os autores observaram



existir variacao na eficiéncia da infeccao de acordo com o tipo de alimento
ingerido e demonstraram que o leite foi o veiculo mais efetivo para a
transmissdo do protozoario. Em 1987, Soares e cols demonstraram a
viabilidade do parasito no caldo de cana por até 24 horas e, Castanho e cols
(2002) relataram a infecgdo chagasica em camundongos que ingeriram garapa
contaminada com T. cruzi de fezes de Rhodnius neglectus.

Em 2010, Barbosa mostrou que o T. cruzi sobrevive na polpa de agai
durante longos periodos de incubagdo em diferentes temperaturas,
preservando a viruléncia testada em camundongos. Essa observagdo tem
importancia epidemioldogica a medida que mostra que o0s processos de
congelamento e descongelamento podem n&o ser suficientes para matar o T.

cruzi e impedir a sua transmisséo para o homem.

1.3. A transmissao oral do Trypanosoma cruzi em humanos

O primeiro caso humano de transmissao do T. cruzi pelo leite materno foi
relatado na Argentina por Mazza e cols (1936). Apos esse fato, diversos outros
autores evidenciaram a presenca de T. cruzi em leite de animais infectados
experimentalmente com o parasito (Ferreira e cols, 2001). No Equador,
Amunarriz e cols (1991) e Aguilar e Yépez (1996) publicaram resultados de
estudos sorolégicos realizados por Guderian e cols (dados ndo publicados) em
1011 quichuas da Amazbnia equatoriana, Provincia de Secumbios. Os relatos
mostraram indice de infeccdo de 6,03%, e sugeriram que as infecgoes
poderiam ter sido adquiridas pela transmissdo vetorial ou pela via oral,
mediante ingestdo de carne de animais silvestres. Portanto, a transmiss&o do
T. cruzi pela via oral pode ser frequente entre indios da Amazénia equatoriana.

Microepidemia com grande numero de casos de infecgdes agudas pelo T.
cruzi ocorreu na Escola Municipal Andrés Bello, na cidade de Chacao, regiao
metropolitana de Caracas, Venezuela, em dezembro de 2007. Dos 128 casos
confirmados, 75% eram de jovens menores de 18 anos que apresentaram
sintomatologia caracteristica de fase aguda da doenga de Chagas. Do total, 12
pacientes foram hospitalizados, e, entre eles, houve um o6bito. Os estudos
epidemioldgicos concluiram que a fonte de infec¢do teria sido suco de goiaba
produzido sem condigdes adequadas de higiene. Insetos vetores infectados

foram coletados préximos ao local de processamento do suco. Uma mulher que



preparava o suco de goiaba na escola teve soro-positividade para anticorpos
IgM e IgG anti T. cruzi (Villalobos, 2007; Rodriguez-Morales, 2008; Miles, 2010;
Noya e cols, 2010). Também na Venezuela, no municipio de Chichiriviche de
la Costa, estado de Vargas, em abril de 2009, 47 estudantes e trés professores
adquiriram a infecgdo aguda e a fonte de contaminagdo mais provavel também
teria sido suco de goiaba contaminado (ISID, 2009). Nesta microepidemia
foram registrados trés ébitos em consequéncia da DCA.

Na Colédmbia, habitantes de Tibu, Norte de Santander, foram observados
sinais e sintomas clinicos de disturbios cardiacos que levaram a suspeita de
DCA talvez, adquirida pela via oral (Rodriguez e cols, 1992). Naquela
localidade, seis soldados de um grupamento militar desenvolveram
manifestagdes clinicas (sem 6bito) e o diagndstico foi confirmado pelos exames
imunoldgicos. Os achados epidemioldgicos revelaram que aquelas pessoas
ingeriam carne de animais silvestres durante as jornadas na selva. No povoado
de Guamal, estado de Magdalena, Carceres e cols. (1999) registraram doencga
cardiaca em 13 pessoas, entre as quais trés faleceram. Exemplares de
Panstrongylus geniculatus infectados foram coletados em palmeiras proximas
das residéncias, suspeitando-se que o vifio de palma, bebida preparada e
consumida na regido, poderia ser o veiculo de transmissao do T. cruzi
contaminante nas fezes de triatomineos (Hernandéz e cols, 2009). Também na
Colémbia (2008), dez pessoas de Bucaramanga tiveram a infeccdo aguda e a
ingestao de suco de tangerina teria sido o veiculo de contaminagao, pois foi o
elemento em comum da microepidemia que disseminou para nove pacientes
sintomaticos, inclusive trés trabalhadores do aeroporto Palonegro de Lebrija,
um dos quais faleceu (Hernandéz e cols, 2009).

De acordo com Rodriguez-Morales e cols (2009), atualmente, muitos
estudos estao voltados para a ocorréncia da doenga de Chagas em paises
europeus como Espanha, Suica, Franga, Italia, Alemanha e Inglaterra.
Também, existe interesse econémico e demanda de mais estudos desses
casos com a finalidade de descartar qualquer possibilidade de veiculacdo do T.

cruzi pelos alimentos exportados.



1.4. Aspectos da epidemiologia da transmissao oral do Trypanosoma cruzi no
Brasil

Existem poucos estudos sistematizados e randomizados sobre
transmissao oral do T. cruzi em humanos. As observagdes na literatura que
tém valor conclusivo sao aquelas que resultam de estudos em animais de
laboratério, citados nos paragrafos anteriores. Em humanos, os estudos
existentes se referem a transmisséo oral via leite materno, de leite cru ou de
sucos de frutas e verduras contaminados por vetores silvestres e reservatorios
vertebrados de T. cruzi (Camandaroba e cols, 2002). Mas, os dados sao
apenas sugestivos e geralmente as analises epidemiolégicas nao excluem
todas as possibilidades, apenas apontando uma ou mais rotas de
contaminacgao, por nao terem sido excluidas.

A primeira microepidemia de infeccdo humana pelo T. cruzi com
suspeicao de transmissao oral do parasito via alimentos foi descrita por Silva e
cols (1968). Os autores relataram que no ano de 1965, no distrito de Teutbnia,
Municipio de Estrela (RS) 17 pessoas, adquiriram a infeccéo pelo T. cruzi, e
que seis delas faleceram. Naquela microepidemia, as pessoas adoeceram
praticamente no mesmo dia e apresentaram quadro clinico de miocardite
aguda. Os pacientes (funcionarios, alunos e professores) tinham participado de
festa e feito refeicdbes na Escola Agricola Municipal. O estudo sorolégico e
entomoldgico sugeriu a contaminagdo da horta por excretas e secregdes
provenientes das glandulas anais de marsupiais infectados pelo T. cruzi,
encontrados nas proximidades da escola. Porém, ndo houve demonstragao do
parasito nas hortalicas, nem tampouco foi provado que esse teria sido o veiculo
de contaminacdo. A microepidemia descrita em Belém do Para por Shaw e cols
(1969), envolvendo quatro pessoas de uma familia, também sugeriu a hipétese
de transmissao por alimento contaminado com fezes de triatomineo silvestre, e
a viabilidade dessa hipotese foi demonstrada experimentalmente (Lainson e
cols, 1980). Uma microepidemia de maior proporc¢ao foi registrada em Catolé
do Rocha, Paraiba. Na ocasido, 26 pessoas adoeceram entre 7 e 22 dias apos
participar de uma festividade na fazenda Aroeira. Uma delas faleceu de
insuficiéncia cardiaca congestiva (Shikanay-Yasuda, 1987). Todas aquelas
pessoas tinham feito refeicido de churrasco de boi e carneiro, buchada de

carneiro, carne de porco cozida, salada e caldo de cana moido no local. Os



estudos epidemiolégicos preliminares sugeriram a possibilidade de
contaminagdo da comida e/ou dos utensilios por excretas de Didelphis
albiventris (denominado popularmente como gamba-de-orelha-branca, sarué,
ou mucura), frequente nas proximidades do domicilio (Marcondes e cols, 1987).
Posteriormente, evidéncias relacionadas a sobrevivéncia de T. cruzi em caldo
de cana, associadas ao fato de a maquina de moer ter abrigado triatomineos,
sugeriram a possibilidade de esse alimento ser o veiculo de transmissdo da
infeccdo pelo T. cruzi na Paraiba (Lewinsohn, 2005a; 2005b). Em 1996, houve
uma microepidemia no Municipio Mazagao, no Amapa, envolvendo 17 pessoas
de trés familias diferentes. Nesse episédio, também foi considerada a
possibilidade de transmissao da infec¢ao pelo suco de acai contaminado com
fezes de triatomineos. O suco fora preparado a noite, quando, entdo, os insetos
atraidos pela luz, que poderiam ter caido dentro da maquina de moer, teriam
sido triturados juntamente com o fruto (Valente e cols, 1999). Como se
compreende pela descrigdo, ndo existe comprovagao, mas existiram elementos
que possibilitaram a especulagao.

Em 2005, foi dado destaque pela midia internacional a microepidemia que
ocorreu em Navegantes, Santa Catarina. Na ocasiao, a Secretaria de Saude do
Estado registrou infeccbes em 24 pessoas e ocorreram trés obitos (SVS,
2007a). O estudo epidemiolégico mostrou triatomineos contaminados com T.
cruzi em palmeiras proximas do quiosque onde era moida a cana de agucar
vendida aos turistas que adquiriram as infecgdes (OPS, 2006). A hipotese de
contaminagdo do caldo de cana pelo T. cruzi foi possivel em vista de: a)
presenga de triatomineos em palmeira proxima ao local; b) ter sido encontrado
no quiosque um triatomineo infectado; e, ¢) uma gamba fémea com quatro
filhotes capturados estavam todos infectados (lanni e Mady, 2005).

Em 2006, a Secretaria da Saude do Estado do Ceara registrou
microepidemia envolvendo oito pessoas de duas familias de Redeng¢éo (CE).
Duas pessoas eram do sexo masculino e seis do sexo feminino, com idades
entre 2 e 35 anos (SESA, 2006). Estudos epidemiologicos sugeriram o veiculo
de transmissao do T. cruzi pela via oral, através de uma sopa preparada com
agua de reservatorio em condi¢des precarias de higiene (Oliveira e cols, 2007).

Nao houve tentativa de demonstrar o parasito na agua contaminada.



Ainda em 2006, ocorreram microepidemias no Municipio de lbipitanga (6
casos), e outro no Municipio de Macaubas, ambos no Estado da Bahia. Neste
ultimo, sete pessoas de uma familia (pai, mae e cinco filhos) tinham adquirido a
infeccado pelo T. cruzi, e dois deles foram a o6bito. Nesses casos, também foi
sugerida a ingestdo de agua contaminada com fezes de triatomineos (Dias e

cols, 2008), mas néo foi feita comprovagao parasitolégica.

1.5. A transmissao do Trypanosoma cruzi na Amazonia Brasileira

Até recentemente, as infecgbes agudas pelo T. cruzi na Amazénia eram
invariavelmente casos isolados tidos como resultantes de transmissao vetorial
peridomiciliar, visto que os triatomineos silvestres eram frequentemente
encontrados proximos das residéncias. Microepidemias envolvendo varias
pessoas estavam limitadas ao primeiro relato ocorrido em Belém (Shaw e cols,
1969). Assim, os pesquisadores alertavam para a importancia do ciclo silvestre
funcionando como filtro naquela regido, prevenindo os casos de doenga
humana. Mas a raridade também poderia ser explicada pela inexisténcia de
insetos-vetores domiciliados. Entretanto, o fato de transmissores eficazes como
o T. infestans e o Panstrongylus megistus ja terem invadido o Maranhao e
conseguirem sobreviver e colonizar em ambiente de laboratério, em Belém,
sugeria que essas espécies teriam grande potencial de adaptacéo ao clima
quente e umido da regido. Em vista disto, o potencial de transmissao das
infeccoes pelo T. cruzi, mesmo sem evidéncia de domiciliagdo de insetos-
vetores, precisava ser considerado atentamente (Miles e cols, 1978; Fraiha,
1983).

Passados 20 anos, apdés a primeira microepidemia com abrangéncia
familiar, Rodrigues e cols (1988) relataram a segunda microepidemia de
infecgdes pelo T. cruzi em familias, bem como a DCA na regido Amazoénica. A
doenga aguda foi descrita em oito individuos pertencentes a duas familias
originarias de Macapa (AP), em outubro de 1984. Na primeira familia,
procedente do bairro de Santa Rita, seis pessoas apresentaram febre e
sintomas clinicos simultaneamente, entre as quais trés criangas desenvolveram
dispnéia e miocardite. A segunda familia, procedente do bairro Pacoval, incluia

uma crianga de dois anos de idade, com sindrome febril aguda e diarréia e sua



mae que era assintomatica, ambas com exame parasitoldgico positivo para T.
cruzi.

No Estado do Maranh&o, a doenca era considerada inexistente. Porém,
os primeiros casos autdoctones de DCA ocorreram em 1975. Tratava-se de trés
casos da ilha de Sao Luis e um do povoado de Bacurituba, Municipio de
Cajapio, regiao da baixada maranhense (Silva e cols, 1985). As infec¢des
demonstradas pelos testes sorologicos foram encontradas em paralelo com o
crescimento demografico (Teixeira e cols, 2001).

No Estado do Acre, Viana e cols (1994) registraram trés casos agudos de
uma mesma familia de Boa Vista, municipio de Placido de Castro, a 90 km de
Rio Branco. As infecgbes tiveram evolugdo rapida e grave, com febre alta,
edema generalizado, miocardiopatia, resultando em obito de um menor de
idade. Os autores encontraram triatomineos silvestres infectados com T. cruzi
no peridomicilio. No quintal da residéncia foram identificados varios exemplares
de palmeiras de urucuri (Attalea phalerata). Segundo relato da mae, as
criangas eram alimentadas com frutos que caiam do pé de urucurizeiro. Esses
frutos se dispdem em cachos junto a coroa das palmeiras, onde foram
coletadas dezenas de triatomineos (R. pictipes) infectados com T. cruzi. Existe
a possibilidade de que o fruto contaminado com fezes frescas de triatomineos
tenha transmitido o protozoario para as criangas, mas isso ndo foi comprovado.

No Estado do Amazonas (2004), no municipio de Tefé, um grupo de 9
pessoas foi identificado com febre alta, edema de membros inferiores e da
face, e uma dessas pessoas teve meningoencefalite (Lacerda e cols, 2005). Na
auséncia de vetores nos domicilios dos pacientes, a transmissao pela via oral
foi sugerida, sem definigdo do alimento ingerido (Borborema e cols, 2005). Em
2007, houve microepidemia envolvendo 25 pessoas no municipio de Coari
(AM) e o estudo epidemioldgico sugeriu contaminagcdo pelo suco de acai
comprado em um ponto de venda, sem controle de qualidade. A Agéncia Brasil
(2010), difundiu amplamente a ocorréncia de microepidemia de infecgdes pelo
T. cruzi no Municipio de Santa Isabel do Rio Negro (AM), envolvendo 12
pessoas, oito adultos e quatro criancas, que teriam sido infectadas apds a
ingestdo de polpa de acgai produzida em condi¢gbes sanitarias inadequadas.
Mas, ndo ha confirmagao sobre o veiculo de contaminagao, ainda que o acai

seja o alimento mais presente na possivel rota de contaminagao.
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Dados divulgados pelo Laboratério de Doenga de Chagas do Instituto
Evandro Chagas (PA) e pela Secretaria de Vigilancia em Saude contabilizaram
592 casos agudos de doenca de Chagas na Amazonia brasileira, entre 1968 e
2007. Entre esses casos, 587 tiveram confirmacgéo parasitolégica, sendo 440
(74,9%) associados a microepidemias em familias. Até 2006, cerca de 430
casos de DCA foram imputados ao consumo de alimentos contaminados
somente na regido Amazonica brasileira (SVS, 2007b).

Com o estabelecimento do Programa Estadual de Controle de Chagas no
Para (PDCh-PA), entre os anos de 2006 a 2011, foram notificados somente no
Estado do Para, 634 casos de DCA (com 12 6bitos) distribuidos em 53
municipios. Todos esses casos eram associados a hipdétese de transmisséo
pela via oral e a polpa de agai foi considerada veiculo de contaminagéo. Essa é
a posicao oficial sobre aspectos relacionados a transmissao das infecgdes pelo
T. cruzi na Amazobnia, onde a transmissdo oral veiculada por alimentos
contaminados pode ter maior relevancia epidemioldgica. Mas a literatura citada
e os fatos relatados aqui mostram que ha necessidade de mais investigagao
para esclarecer varios aspectos relacionados com a ecologia de vetores e
reservatorios, epidemiologia, clinica e importancia meédico-social da doenga de

Chagas na Amazénia brasileira.

1.6. Reservatorios e Vetores do Trypanosoma cruzi na Amazénia Brasileira

Nos ultimos anos, a possibilidade de emergéncia e dispersdao das
infeccdes pelo T. cruzi e casos de doenga de Chagas humana na Amazénia
brasileira tem chamado atengcdo de alguns autores, pois, nesta regido, s&o
encontradas algumas espécies de triatomineos em focos silvestres, bem como
uma consideravel circulacdo do T. cruzi entre os vetores e reservatérios
(Valente e Valente, 1993; Coura e cols, 1999, 2002; Dias e cols, 2002).

Alguns fatores sdo considerados pelos pesquisadores que trabalham
nesta regido como importantes desencadeadores de uma alteragédo no quadro
atual da doenga de Chagas humana, que atualmente, ainda é considerada uma
enzootia silvestre na regido amazédnica. Entre esses fatores, estdo migracdes
humanas e o crescente desmatamento da regido. A doenga apresenta um
quadro difuso com casos esporadicos e ainda poucos relatos de triatomineos

encontrados em domicilios (Coura e cols, 1999; Dias e cols, 2002).
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Atualmente, sdo conhecidas 22 espécies de triatomineos silvestres
cohabitando com hospedeiros em varios ecotopos arboreos e terrestres na
Amazobnia (Galvdo e cols, 2003). Treze espécies estdo associadas a
transmissdo de casos de DCA e sua distribuicdo se estende na regido.
Rhodnius milesi foi a ultima espécie descrita em palmeiras de Maximiliana regia
(inaja) no Estado do Para, cohabitando com Rhodnius pictipes e alimentando-
se em marsupiais (Didelphis marsupialis), todos infectados com T. cruzi
(Valente e cols, 2001).

Dentre as espécies relatadas, R. brethesi merece uma atencdo especial
pela possibilidade de estar envolvido em um foco de transmissao silvestre da
doenga de Chagas em coletores de piagaba no Alto Rio Negro, Amazonas
(Dias e cols, 2002). Em estudos realizados por Coura e cols (1999), individuos
soropositivos para anticorpos de T. cruzi, relataram a presenca de triatomineos
em seus locais de trabalho (piagabais), mencionando também a ocorréncia de
pessoas picadas nas cabanas utilizadas como abrigo nestas areas. Entretanto,
nao houve nenhum relato sobre o encontro de triatomineos pelos trabalhadores
em suas residéncias na cidade de Barcelos, Amazonas.

Com excecao do Triatoma rubrofasciata, os triatomineos da Amazoénia
tém habitos silvestres restritos. Todavia, trés géneros possuem maior
importancia epidemiolégica, podendo-se citar Panstrongylus, Rhodnius e
Triatoma. As espécies R. pictipes, Rhodnius robustus e P. geniculatus ja foram
registradas anteriormente no municipio de Manaus (Magalhaes e cols, 2009).
Estas espécies sao frequentemente encontradas com altas taxas de infec¢ao
natural pelo T. cruzi em diversos ecétopos naturais na Amazdnia brasileira,
onde esporadicamente invadem as residéncias (Aguilar e cols, 2007).

R. pictipes é um triatomineo silvestre de ampla distribuicdo na América do
Sul. Tem sido encontrado no Brasil nos Estados do Acre, Amazonas,
Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Piaui e Tocantins (Silveira
e cols, 1984). Esta espécie foi encontrada naturalmente infectada pelo T. cruzi,
pelo Trypanosoma rangeli e com infecgdo mista (Otero e cols, 1976). Prevalece
em fragmentos florestais da area urbana, com baixa freqliéncia nos domicilios.
No municipio de Sdo Paulo de Olivenga, na regido do Alto Solimdes, onde foi
registrado o primeiro caso de doenga de Chagas do Estado do Amazonas, R.

pictipes foi a espécie predominante no intradomicilio (Fé e cols, 2009).
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A espécie R. robustus é considerada de importdncia secundaria na
transmissao do T. cruzi (Fé e cols, 2009). Porém, apresentou a maior taxa de
infeccdo por flagelados, apesar da baixa frequéncia nos domicilios. Na
Venezuela, demonstrou-se que R. robustus invade residéncias e se alimenta
em humanos (Feliciangeli e cols, 2002). A baixa taxa de infestacdo domiciliar
por esta espécie sugere que os exemplares abandonam as casas depois da
hematofagia ou morrem sem se reproduzir no interior das mesmas (Feliciangeli
e cols, 2002).

P. geniculatus foi encontrada apenas no ambiente artificial, mais
especificamente no intradomicilio. Esta espécie € um importante vetor silvestre,
que invade esporadicamente as residéncias (Valente e cols, 1998) atraidas
pela luz (Miles e cols, 1981) e coloniza abrigos de suinos construidos na
proximidade ou contiguos com as habitagbes humanas no Estado do Para
(Valente e cols, 1998). Nesse contexto, pode contribuir na transmisséo
domiciliar da doenga de Chagas, ja que em algumas areas tém se apresentado
com elevadas taxas de infecgdo natural (Carrasco e cols, 2005).

Triatoma maculata tem sido considerado um vetor potencial de T. cruzi na
Amazdbnia, uma vez que apresenta uma capacidade de colonizar ecétopos
naturais no peridomicilio (Abad-Franch e Monteiro, 2007). Os padrdes
ecoldgicos, de distribuigcdo e preferéncias de cada espécie necessitam de mais
estudos. Os principais mecanismos de adaptacao do inseto a ecotopos naturais
ainda continuam mal compreendidos (Abad-Franch e Cols, 2009).

O predominio dos triatomineos na zona urbana sugere que os fragmentos
florestais que persistem em algumas localidades permitem a manutencado do
ciclo enzodtico de T. cruzi, evidenciando risco de infeccdo para a populacéo
que vive na proximidade destas areas. Nestes locais, sao frequentes palmeiras
das espécies Orbignya phalerata (A), Euterpe oleracea (B), Maximiliana maripa
(C), Oenocarpus (D), Mauritia flexuosa (E) e Bactris gasipaes (F) nas areas de
vegetacdo secundaria e areas desmatadas nos terrenos baixos n&o inundaveis,
inclusive nos quintais das casas, onde se refugiam roedores e marsupiais como

D. marsupialis e outros hospedeiros de T. cruzi (Figura 1).
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A presenca do T. cruzi em animais silvestres da Amazénia brasileira,
entre eles marsupiais, quirdpteros, roedores, edentados e primatas foi relatada
por Barretto (1964) e Deane (1964). As outras classes de vertebrados - aves,
répteis, anfibios e peixes - sdo refratarias ao T. cruzi, no entanto, esses
também servem como fonte alimentar para os triatomineos (Noireau e cols,
2009).

Sob o ponto de vista epidemioldgico, os marsupiais tém grande
importancia, pois apresentam altas taxas de infeccdo e alta sinantropia,
estabelecendo uma ponte entre os ciclos silvestre e domiciliar da infecgdo. O
mesmo se pode dizer em relacdo aos roedores, pois algumas espécies sao

também sinantropicas (Lemos e D’Andrea, 2006).

a5 E) Buritizeiro
a F) Pupunheira

Figura 1: Principais espécies de palmeiras no Estado do Para. As palmeiras na mata
primaria e no peridomicilio ttm importancia na economia local. Fotos: Perla Fabiola,
2009 (Arquivo Pessoal).
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Para que haja transmissdo do T. cruzi pela via oral é necesséaria a
presenca de um vetor infectado em proximidade com o homem (Pinto e cols,
2008). A localizagao das residéncias nas proximidades dos ecotopos naturais
dos triatomineos possibilita a invasao esporadica dos domicilios por
exemplares adultos, como citada anteriormente por Magalhaes e cols (2009). O
desmatamento, a reducdo dos reservatérios silvestres, a proliferagdo de
mamiferos oportunistas (roedores e marsupiais) nos ambientes degradados e a
introdugéo da luz elétrica também s&o fatores potencialmente relacionados com
a ocorréncia da doenga nesta regido (Aguilar e cols, 2007). Destaca-se que
nao existe nenhum programa sistematico de vigilancia entomoldgica instituido
nas localidades estudadas. Porém, pouca énfase tem sido dada ao aumento
exponencial da densidade demografica na regido amazénica, particularmente
nas ultimas cinco décadas, e sua importancia na endemicidade das infeccdes

pelo T. cruzi (Teixeira e cols, 2001).

1.7. Aspectos clinicos da doenga de Chagas

A doenca de Chagas pode ser classificada em fases aguda e cronica.
Esta ultima pode se apresentar em diferentes formas clinicas: indeterminada,
cardiaca, digestiva, mista ou neurologica (Rey, 2002). A fase aguda que segue
a entrada do T. cruzi no corpo humano requer um periodo de incubacao de 72
horas para que o parasito passe por ciclos de multiplicagdo na célula
hospedeira antes que o sistema imune desencadeie reagdes inflamatorias na
pele (chagoma) ou na conjuntiva dos olhos (lesdo endurecida unilateral,
bipalpebral conhecida como sinal de Romafia). Essas lesbes sdo vistas em
menos de 5% dos individuos infectados. A maioria dos casos agudos tem um
progndéstico benigno, com remissao completa comumente descrita em um
periodo entre 60 e 90 dias, com ou sem intervengdo medicamentosa (Teixeira,
2007). Na Amazoénia, s&o poucos 0s casos agudos que apresentam sinais de
porta de entrada. As vezes encontram-se lesdes cutaneas exantematicas, em
forma de placas pruriginosas, ou nédulos subcutadneos. Esses achados sao
raramente observados em outras regides (Valente e Valente, 1993).

A fase aguda pode ser assintomatica em 95% dos casos. Nos casos
sintomaticos, as manifestagdes clinicas, tais como astenia, mialgias, calafrios,

diarréia, vbmitos, cefaléia, dispnéia, edema de face e de membros inferiores
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sao os achados principais. Com excecao desses dois ultimos, os demais sinais
e sintomas sao inespecificos e podem dificultar o diagndstico diferencial entre a
doenga de Chagas e outras endemias prevalentes na regido Amazénica,
especialmente malaria, febre tiféide e dengue. Em todos esses casos o sinal
mais frequiente é a febre (Pinto e cols, 2001).

O comprometimento cardiaco esta entre as mais sérias e freqlentes
manifestacbes da doenga de Chagas aguda, sendo importante causa de morte
(Rossi e cols, 2003). Na Amazénia, o unico relato de meningoencefalite ocorreu
no municipio de Tefé, Estado do Amazonas, obtendo evolucao favoravel, apos
a terapéutica especifica associada a corticosteroides (Lacerda e cols, 2005).

Na forma indeterminada, ndo ha lesdo macroscoépica significativa no
coragao ou no tubo digestivo. Esta forma pode durar décadas, os individuos
apresentam evidéncias sorolégicas e é caracterizada pela baixa parasitemia,
pela presenca de formas amastigotas quiescentes do parasito no tecido
muscular e pela dificuldade na deteccdo do agente infeccioso. Os fatores
responsaveis pela transicdo da forma indeterminada para formas
sintomatoldgicas na fase crbénica ainda nao foram elucidados (Teixeira, 1987;
Cunha-Neto e cols, 2006).

Apos o estabelecimento do equilibrio dindmico entre o parasito e as
defesas do hospedeiro, pode se desenvolver a fase cronica da doenca.
Durante esta fase, varios mecanismos tém sido propostos para explicar o
desenvolvimento da patologia, pois a presengca escassa do parasita é
desproporcional ao dano tecidual. Um aspecto marcante no curso da doenca
de Chagas cronica € a variabilidade de suas manifestagbes clinicas e
eletrocardiograficas. Em 94,5% dos casos os sintomas sao cardiacos e, em
4,5% dos casos, ocorrem mega-sindromes do aparelho digestério, ambas
relacionadas a lesdes no sistema nervoso simpatico e parassimpatico (Teixeira,
2007). A cardiopatia cronica foi descrita em Barcelos e na regidao do Rio Negro,
Estado do Amazonas, onde havia relatos de pessoas picadas por triatomineos
em piagabais (Albajar e cols, 2003). Os fatores que influenciam na diversidade
clinica ainda nao foram esclarecidos, mas € provavel que a variabilidade

genética do parasita e do hospedeiro sejam importantes (Teixeira, 2007).
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1.8. Métodos de diagnéstico da infecgédo chagasica

Na fase aguda, recomenda-se a pesquisa direta do parasito, devido a alta
parasitemia tipica desta fase. Porém, a desvantagem principal destes métodos
€ a baixa sensibilidade, quando a quantidade de parasitos circulantes é
decrescente (Gomes, 1996). Os métodos parasitoldgicos diretos baseiam-se na
verificacdo da presenca de formas tripomastigotas do T. cruzi em amostras de
sangue. Um dos mais simples é o método a fresco, onde uma gota do sangue
€ examinada entre lamina e laminula. Essa preparacido permite a deteccédo do
parasito mais facilmente, em virtude de sua motilidade entre as hemacias
(Luquetti e Rassi, 2000). O esfregago do sangue nao oferece vantagens devido
a sua baixa sensibilidade, e atualmente prefere-se o exame a fresco (Rassi,
1992). O exame do sangue na gota espessa tem sensibilidade maior que seu
exame a fresco ou no esfregaco. As técnicas de coloragao permitem diferenciar
T. cruzi de T. rangeli nas regides onde as infecgdes coexistem (Luquetti e
Rassi, 2000).

Métodos de concentracdo do parasito aumentam a sensibilidade do
diagndstico parasitolégico. Os mais utilizados sdo o microhematdcrito e o
método de Strout. O microhematécrito aumenta a sensibilidade da pesquisa do
T. cruzi, mas as medidas de biosseguranga precisam ser observadas (MS,
1997). O método de Strout (1962) apresenta resultados de até 96,2% de
positividade em casos agudos recentes (Camargo e Takeda, 1979).

Na fase aguda, xenodiagnoéstico e hemocultura tém grandes chances de
positividade. O xenodiagnéstico foi descrito por Brumpt (1914) e revisto por
Dias (1940) e Schenone (1968). O procedimento consiste na deteccdo de
parasitos nas fezes e/ou conteudo intestinal de insetos vetores (hemipteros da
subfamilia  Triatominae) sabidamente negativo. A sensibilidade do
xenodiagnoéstico € de 100% para os casos agudos e de 20-50% para os
cronicos (WHO, 1991). No entanto, estudos mostraram que a sensibilidade
pode variar de 9 a 87,5% (Barbosa e cols, 1983). Devido a hipersensibilidade
causada pela picada dos insetos, foi desenvolvido o xenodiagndstico artificial.
Neste exame, o sangue do individuo € colocado no interior de uma pelicula de
borracha (luva cirurgica ou similar) e os insetos fazem seu repasto (Barbosa e
cols, 1983).
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Na hemocultura, as taxas de positividade ficam entre 0 e 94% (Portela-
Lindoso e Shikanai-Yasuda, 2003). Apresenta baixa sensibilidade, cerca de
50% dos casos crbénicos, porém a especificidade € alta e inquestionavel.
Aprimorada por Chiari e cols (1989), a hemocultura é mais aceita que o
xenodiagnéstico por parte do paciente, mas também é demorada, devendo ser
colhida uma quantidade minima de 30 mL de sangue para se obter éxito maior.
Se o0 pesquisador repete o exame no paciente, maiores serdo as chances de se
obter um resultado positivo (Chiari, 1999).

Na fase aguda e nas formas crénicas da doenca de Chagas, os métodos
sorologicos de diagnéstico sdo a hemaglutinagdo indireta (HAI),
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked
immunosorbent assay- ELISA).

Na fase cronica da doenga, o diagnostico parasitolégico pode nao ser
obtido devido a baixa parasitemia. Sendo assim, o diagndstico indireto é feito
pela demonstragdo do anticorpo especifico. A primeira pesquisa de anticorpos
fixadores do complemento foi realizada em 1913, por Guerreiro e Machado. O
teste ficou conhecido como reacdo de Machado-Guerreiro. Este método foi o
unico teste soroldgico para a detecgdo de anticorpos anti-T. cruzi durante 50
anos (Fiocruz, 2009). Apesar de Almeida e Fife (1976) terem realizado
padronizagdes nesta técnica, hoje ela caiu no desuso. Atualmente, o teste
ELISA, com antigeno total ou fragbes parcialmente purificadas, ou antigenos
recombinantes do parasito e a IFl sobre o parasito fixado em formol s&o
recomendados (Gadelha, 2003; MS, 2005).

A HAI proposta por Cerisola e cols (1962), mesmo apresentando alto
indice de sensibilidade em soros de pacientes na fase cronica, apresenta
reatividade cruzada com soros de individuos com leishmanioses (Camargo e
Hoshino-Shimizu, 1974). Ademais, a utilizacdo do 2-mercaptol-etanol (2ME)
para eliminar anticorpos inespecificos de classe IgM que podem induzir
resultados falso positivos € outra desvantagem da técnica, devido a sua

toxicidade (Ferreira e Avila, 2001).
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A IFl tem sido usada desde a década de 1960 (Fife e Muschel,1959)
como a técnica de maior sensibilidade em comparacdo com a reagao de
Machado-Guerreiro (Cerisola e cols, 1971), muito embora reag¢des cruzadas
com anticorpos contra hanseniase, tuberculose, T. rangeli, sobretudo
leishmanioses, tenham sido verificadas na regido do rio Negro, Amazonas
(Coura e cols, 1999).

A técnica imunoenzimatica (ELISA), descrita por Voller e cols (1975), tem
mostrado uma sensibilidade de 97,7 a 100% e especificidade de 93,3 a 100%,
mas também apresenta reagdo cruzada com leishmanioses (Gomes e cols,
2001). Em virtude da necessidade de melhorar o desempenho concomitante da
sensibilidade e especificidade, através do ELISA para a doenga de Chagas,
diferentes antigenos tém sido testados, entre eles os antigenos n&o-purificados
(Cannova e cols, 2002), purificados (Schechter e cols, 1985), secretados-
excretados (Umezawa e cols, 2001) e recombinantes (Umezawa e cols, 2003)
mostrando excelente desempenho (Franco da Silveira e cols, 2001).

Se por um lado o emprego de apenas um antigeno recombinante deixaria
de diagnosticar alguns individuos portadores da infec¢do chagasica, por outro,
alguns trabalhos mostraram a melhoria da sensibilidade quando antigenos
recombinantes foram associados (Krieger e cols, 1992). Dentre os purificados
imunodominantes, se destaca uma glicosilfosfatidilinositol ancorada do tipo
mucina que, quando isolada a partir de formas tripomastigotas do T. cruzi
propicia altos indices de sensibilidade e especificidade, através da técnica de
quimioluminescéncia-ELISA (CL-ELISA), quando comparada aos resultados
qualificados como inconclusivos, pela divergéncia entre negatividade e
positividades da HAI, IFI e ELISA convencionais (Almeida e cols, 1997).

A técnica de Western blotting (WB) ou immunoblotting utiliza antigenos
secretados e excretados (Umezawa e cols, 1996) de formas tripomastigotas de
T. cruzi (TESA- Blot). O TESA- Blot foi definido como um método sensivel nos
casos de doenga de Chagas aguda e congénita, apresentando 100% de
sensibilidade e 96% de especificidade (Gadelha, 2003). A desvantagem é o
custo elevado e a necessidade de manipulagao de formas tripomastigotas para

a obtencdo do antigeno TESA.
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Descrita por Mullis e Faloona (1987), a PCR (Polymerase Chain Reaction-
PCR) acoplada a hibridagcdo com sondas moleculares podera ser utilizada
como teste confirmatdrio, tanto na fase aguda como nas formas cronicas da
doenga de Chagas (MS, 2005). Caso ocorra inespecificidades nos diagnostico
sorologico, a PCR pode ser empregada como diagndstico laboratorial
complementar, entretanto esta técnica exige uma maior atengao e cuidado na
interpretacdo dos resultados com base em sequéncias aneladoras (primers)

provenientes do DNA mitocondrial do T. cruzi (Teixeira e cols, 2006).

2. Trypanosoma cruzi
2.1. Ciclo de vida e interacao parasito-célula

O T. cruzi agente etiologico da doenga de Chagas € um protozoario
flagelado da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, que parasita
mamiferos e tem como hospedeiros invertebrados varias espécies de
hemipteros hemat6fagos da familia Reduviidae (Chagas, 1909) e subfamilia
Triatominae (Figura 2). Os mecanismos de invasdo da célula hospedeira,
multiplicacao intracelular e disseminagao sao fundamentais no ciclo de vida do
parasito. A maneira como o parasito se comporta em cada uma destas fases &
fator determinante para o curso da infecgéo (Teixeira e cols, 2006).

O ciclo evolutivo do parasita tem inicio quando um inseto vetor, ao se
alimentar, elimina nas fezes formas tripomastigotas metaciclicas que entram na
pele ou na mucosa lesada pela picada. A forma tripomastigota € capaz de
invadir todos os tipos de células, com excegao das hemacias (Zingales e cols,
1985).
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Figura 2: Ciclos de vida silvestre e peridomiciliar do T. cruzi (Teixeira e cols, 2006).
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Diversas moléculas da célula hospedeira e do parasito, que diferem de
acordo com a linhagem do T. cruzi, estdo envolvidas no processo de adesao e
invasdo de T. cruzi (Yoshida, 2006; Yoshida e Cortez, 2008). Duas vias de
invasao sao descritas in vitro, dependente e independente de lisossomas. Na
primeira, o parasita invade a célula utilizando-se do mecanismo natural de
reparo da membrana plasmatica e de vias de sinalizagao de calcio para a fusao
de lisossomas. A segunda via envolve a invaginacdo da membrana plasmatica
formando um vacuolo e subseqlente fusdo com os lisossomas, sem a
polimerizagao de actina da célula hospedeira. Um evento fundamental nessas
vias de invasdo é a mobilizagdo de Ca?* da célula hospedeira pelas formas
tripomastigotas, essencial no rearranjo do citoesqueleto e recrutamento de
lisossomos (Andrade e Andrews, 2005; Yoshida, 2006; Mott e Burleigh, 2008).

Apos a entrada do parasita na célula, os tripomastigotas se diferenciam
em amastigotas e escapam do vacuolo, comegam o processo de multiplicagdo
e apos diversas divisdes, as formas amastigotas se diferenciam em um estagio
intermediario, o epimastigota intracelular (Almeida-de-Faria e cols, 1999) e
depois em tripomastigotas, quando ocorre a lise celular liberando-os para o
meio extracelular, podendo entdo invadir células vizinhas, ir para a corrente
sanguinea e atingir outros tecidos, ou ainda, infectar um inseto vetor durante o
processo de hematofagia, recomegando o ciclo no hospedeiro invertebrado.

Ja foi identificada a presenca de formas epimastigotas na glandula anal
de gambas e formas amastigotas foram encontradas no trato intestinal do
hospedeiro invertebrado (De Souza, 2002). No hospedeiro invertebrado, as
formas tripomastigotas ao chegarem ao tubo digestivo, se diferenciam em
epimastigotas e migram para o intestino onde ocorre a divisdo binaria. Ao
atingirem a porgao terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam
em tripomastigotas metaciclicos que s&o eliminados juntamente com as fezes e

urina do triatomineo (De Souza, 2002).
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2.2. O DNA mitocondrial (KDNA)

Os tripanossomas tém estrutura caracteristica em forma de disco em sua
unica mitocdndria localizada numa regido especializada, adjacente ao
corpusculo basal do flagelo. Esta organela, designada de cinetoplasto, é
constituida por um intrincado arranjo de DNA, unico entre os eucariotos (Figura
3), que concentra entre 20 e 25% do conteudo total de DNA da célula (Simpson
e cols, 2006). A arquitetura singular de moléculas circulares de DNA do
cinetoplasto (kDNA) é composta por maxicirculos e minicirculos, organizados

em rede concatenada e altamente condensada (Thomas e cols, 2007).

A B c

Figura 3: Ultraestrutura do Trypanosoma cruzi. A: Microscopia de varredura de
tripomastigotas de T. cruzi (Menna-Barreto e cols, 2009). B: Microscopia eletrdnica de
amastigota de T. cruzi dentro de uma célula muscular (Teixeira e cols, 2011a). C:
Cinetoplasto e base do flagelo de uma forma tripomastigota de Trypanosoma brucei
(Liu e cols, 2005). D: A esquerda, rede de kDNA de Crithidia fasciculata contendo
maxicirculos (seta) e minicirculos. A direita, kDNA tratado com topoisomerase |l (Liu e
cols., 2005). K, cinetoplasto; N, nucleo; F, flagelo.
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Os maxicirculos sdo macromoléculas com tamanho variando entre 21 a
39 kb, presentes em algumas duzias de copias por parasita (Westenberger e
cols, 2006). Alem disso, suas sequéncias apresentam consideraveis variagdes
tanto entre diferentes espécies de tripanossomatideos como entre cada
linhagem (Westenberger e cols, 2006). A expressdo dos genes codificadores
das proteinas de maxicirculos € bastante complexa, sendo os RNAs transcritos
dependentes de um processamento denominado edicdo de RNA (RNA editing).
Este mecanismo é responsavel pela formacdo de mRNAs mitocondriais com
codons de iniciacido e de terminagao corretos e com fases de leitura aberta
(Roy e cols, 2007).

Os minicirculos do T. cruzi existem em milhares de copias que possuem
aproximadamente 1,4 kb de tamanho. Cada minicirculo tem quatro regides com
sequéncia conservada de 122 pb, intercaladas por quatro sequéncias variaveis
de aproximadamente 238 pb. As regides variaveis tém altissima dissimilaridade
num mesmo ou em minicirculos diferentes. Cada regido variavel transcreve,
potencialmente, uma molécula de RNA guia (gRNA). Esses gRNAs estéo
envolvidos na editoracdo dos mRNAs dos maxicirculos, unica funcao
conhecida dos minicirculos (Rogers e cols, 2007).

A replicagdo do minicirculo € um processo ja bem estudado. O minicirculo
nao se replica quando esta ligado a rede, sendo necessaria a liberagdo por
uma topoisomerase Il para a replicacao livre. A replicacédo da fita continua do
minicirculo utiliza o DNA polimerase mitocondrial, enquanto que a replicagao da
fita complementar € iniciada por multiplos primers de RNA sintetizados pela
DNA primase. Um grande numero de proteinas adicionais esta envolvido na
replicacdo do minicirculo. A proteina universal (UMSBP) abundante liga-se
especificamente a origem de replicagdo do minicirculo. O mondémero da
UMSBP, junto com a DNA primase, a DNA polimerase e a RNA polimerase
agrega-se a origem de replicagao, iniciando este processo. Apds a replicagéo,
0s minicirculos sao reintegrados a rede por uma reagao também mediada pela
topoisomerase Il (Lukes e cols, 2005). As informagdes sobre a replicagdo dos
maxicirculos sao escassas. Sabe-se que maxicirculos € minicirculos iniciam a
replicacdo unidirecional em regido nao-codante. Porém, ao contrario dos
minicirculos, os maxicirculos ndo se separam da rede durante a replicagao (Liu
e cols, 2005).
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3. Patogénese
3.1. Resposta imune a infecgéo pelo Trypanosoma cruzi

A resposta imunoldgica que se segue a infecgao pelo T. cruzi é bastante
complexa, envolvendo o reconhecimento de antigenos do parasito por uma
série de receptores de membrana e a ativagcao de diferentes tipos celulares
(Tarleton, 2007). Ao primeiro sinal de infeccdo, moléculas derivadas do
parasito, tais como as GPIl-mucinas, sdo capazes de estimular a sintese de
citocinas pré-inflamatérias, bem como de quimiocinas por macréfagos do
hospedeiro (Teixeira e cols, 2002).

A resposta imune inata € considerada muito importante na indugao da
resisténcia ao parasito nas fases iniciais da infecgdo. Nesta fase, as células
natural killer (NK) sédo primordiais no controle do parasito através da secregao
de INF- vy, citocina esta que ira estimular a sintese de IL-12 por macrofagos e a
diferenciagao celular para o perfil Th1. Desta forma, as células NK séo a
primeira fonte de INF- y, antes mesmo do desenvolvimento de uma resposta
mediada por células (Brener e Gazzinelli, 1997).

Os macréfagos sao células do sistema fagocitario mononuclear que agem
como células efetoras, através da producao de 6xido nitrico e de intermediarios
reativos de oxigénio; além disso, produzem citocinas pro-inflamatorias, como
IL-12 e TNF-q, relevantes na ativagéo celular (Brener e Gazzinelli, 1997; Dutra
e cols, 2005). A atividade dos macréfagos na eliminagdo do T. cruzi é
potencializada por algumas citocinas, tais como INF- y e TNF- a, as quais
agem sinergicamente sobre estas células, estimulando os mecanismos
citotoxicos, capazes de reduzir significantemente a replicagdo do parasito,
estabelecendo desta forma, um perfil de resposta Th1 (Brener e Gazzinelli,
1997; Teixeira e cols, 2002).

O INF- y desempenha um papel relevante durante a infeccéo pelo T.
cruzi, estando associado tanto ao controle do parasito quanto aos mecanismos
que desencadeiam os fendbmenos imunopatolégicos da doenga de Chagas. A
producdo exacerbada desta citocina podera desencadear uma inflamacao
excessiva resultando em danos teciduais para o hospedeiro (Brener e
Gazzinelli, 1997; Bahia-Oliveira e cols, 2000; Soares e cols, 2001; Dutra e cols,
2005).
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Diante do papel dual do INF- vy, as citocinas do tipo Th2, irdo contribuir
para regulagao da resposta imune frente a infec¢ao, reduzindo desta forma, os
danos teciduais induzidos pelo processo inflamatario. As citocinas IL-10 e IL- 4
sdo moléculas reguladoras que possuem fungdes imunossupressoras, agindo
através da inibicdo da ativacdo de macréfagos e da sintese de 6xido nitrico
(Dutra e cols, 2005). Abrahamsohn e Coffman (1996) demonstraram que
camundongos Knock-out (KO) para IL-10, quando infectados pelo T. cruzi,
apresentavam baixa parasitemia nas fases iniciais da infec¢do; provavelmente
devido a acdo de citocinas inflamatérias, como INF- vy, IL-12 e TNF- q,
demonstrando desta forma o papel regulador da IL-10.

Portanto, é possivel que o balango entre as respostas Th1 e Th2 seja
necessario para determinar o curso da infec¢ao pelo T. cruzi, de forma que
uma alteracdo neste equilibrio podera contribuir para o desenvolvimento dos
fendmenos imunopatologicos da doenca de Chagas. Muitos estudos tém sido
realizados para verificar a importdncia da resposta celular na doenca de
Chagas. As células T tém sido associadas a reatividade imune contra o
parasito, compreendendo a maioria das células do infiltrado inflamatério no
coracdo de chagasicos (Dutra e cols, 2005). As células T CD4" Th1, s&o
responsaveis pela producao de citocinas que irdo auxiliar os macréfagos na
destruicdo do parasito (DosReis, 1997). Estas células podem contribuir como a
maior fonte de INF- y para a ativagcdo de macrofagos e linfécitos T CD8*, o qual
exerce um papel importante nos mecanismos de citotoxicidade (Brener e
Gazzinelli, 1997).

As células T CD8", além de exercerem um papel citotoxico contra células
do hospedeiro, tém sido consideradas importantes em mecanismos protetores,
principalmente na fase aguda da infecgdo, na qual, juntamente com
macrofagos e INF- y, tém sido apresentadas como elementos no controle da
proliferagdo do parasito (Brener e Gazzinelli, 1997). Os linfocitos T CD8" tém
sido associados a imunopatologia da doenga de Chagas, ja que representam a
maioria das células do infiltrado inflamatério cardiaco, observada nos estagios

tardios da doenca (Teixeira e cols, 2011a).
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3.2. Doenga de Chagas e Autoimunidade

Muitos esforgos tém sido empregados na tentativa de compreender os
mecanismos envolvidos na génese e perpetuagdo da miocardite chagasica.
Nas ultimas décadas, varios questionamentos sobre o papel do parasito e seus
antigenos na patogénese da cardiopatia chagasica tém sido colocados num
segundo plano porque uma teoria genética da origem autoimune explica a
maioria dos fatores associados com a miocardite chagasica crbnica (Kalil e
Cunha-Neto, 1996).

Um dos aspectos mais intrigantes da doengca de Chagas crbnica sao os
processos inflamatoérios intensos e a auséncia do parasito nas lesdes,
(Andrade, 1983 e 1991; Andrade e cols, 1994). Por um lado, a teoria da
persisténcia do parasito ndo explica por que os chagasicos ndao morrem
quando o parasitismo € intenso na fase aguda da infec¢ao e, também, por que
mais de dois tercos dos chagasicos cronicos sequer tém lesdes com
manifestagbes clinicas. Por outro lado, a rejeigdo acelerada de células
cardiacas alogénicas pelos linfocitos imunes de coelhos chagasicos sustenta a
teoria autoimune (Santos-Buch e Teixeira, 1974; Teixeira e cols, 1975). Os
dados experimentais mostraram que células embrionarias de coragdo de
coelhos eram rapidamente destruidas pelos linfécitos imunes em uma hora,
enquanto os linfécitos de coelhos controle, ndo infectados, ndo as destruiam
(Teixeira, 2007).

Cunha-Neto e cols (1986) contribuiram com dados que confirmam a

autoimunidade na doenca de Chagas. Eles relataram que a miosina cardiaca

induzia a proliferagao de clones de células T CD4+, derivados de infiltrados nas
lesdes cardiacas em pacientes chagasicos cronicos. Ribeiro dos Santos e cols
(1992) mostraram que o enxerto de coragdo de feto de camundongo em
receptor chagasico isogénico pode ser destruido pelas células do sistema
imune, enquanto que camundongos sadios nao rejeitam o enxerto
histocompativel.

Seguindo outra vertente, a autoimunidade da doenca de Chagas seria
desencadeada pelos antigenos do T. cruzi via epitopos de reacédo cruzada ou
mimetismo molecular. Resposta cruzada entre epitopos do hospedeiro e
antigenos do parasito levaria a resposta imune a reagir contra proteinas do

préprio tecido. A discussao sobre as teorias da patogénese da doenga de
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Chagas é encontrada em extensos trabalhos de revisdo da literatura (Leon e
Engman, 2003; Tarleton, 2003). Em resumo, a teoria da persisténcia do
parasito sugere que as lesdes chagasicas sao produzidas pelo parasito e a
inflamacdo é secundaria a destruicdo mecanica das fibras parasitadas. Em
contraposi¢ao, a teoria autoimune sugere que a rejeicdo do coragdo € um
fendbmeno que ocorre independentemente da fibra cardiaca estar ou nao
parasitada. Contudo, a persisténcia do parasito pode ser importante na
indugdo de alteragdes genotipicas essenciais na patogénese da doenca de
Chagas (Teixeira, 2007).

4. DNA repetitivo

Na maioria dos organismos, uma grande por¢do do genoma é composta
de multiplas copias de DNA, conhecidas como DNA repetitivo. Em humanos,
apenas 3% do genoma é composto por genes que codificam cadeias
polipeptidicas; 50% do genoma nao-codificador s&o reperesentados por
sequéncias repetitivas de DNA (Han e cols, 2007). Enquanto algumas
sequéncias repetidas possuem uma funcao clara, tais como DNAs ribossomais,
centromeéricos e teloméricos, ainda ndo se sabe ao certo qual o papel de
grande parte do DNA repetitivo, até pouco tempo considerado como “DNA lixo”
(Schmidt e Heslop-Harrison, 1998). Entretanto, evidéncias recentes sugerem
que o DNA repetitivo tem suma importancia para a manutencgao e estrutura do
genoma cuja abundancia deve-se a um processo ancestral prévio a divergéncia
das primeiras linhagens de eucariotos (Jurka e cols, 2005). Diferentes estudos
tém sugerido o envolvimento de sequéncias repetitivas no processo de
replicacdo do DNA, recombinacdo, expressdo génica e diferenciacdo de
cromossomos sexuais (Pokorna e cols, 2011), ou seja, na organizagao
estrutural e funcional do genoma em geral (Biémont e Vieira, 2006). Essas
sequéncias repetidas podem também estar envolvidas em rearranjos
cromossOmicos, tais como delec¢des, duplicagdes, inversdes e translocacgdes,
sendo responsaveis por proporgdes significativas das variagdbes gendmicas
observadas (Kidwell, 2002).
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No genoma de eucariotos existem, de modo geral, dois diferentes tipos de
segmentos de DNA repetitivo: sequéncias altamente repetitivas (fragcdo do DNA
constituida por sequéncias que se renaturam rapidamente; compreendem até
10° cdpias/genoma) e seqliéncias moderadamente repetitivas (compreendem
10 a 100 copias/genoma) (Britten e Kohne, 1968). Estes segmentos de DNA
repetitivo s&o também freqUuentemente classificados em duas principais
classes: (1) repeticbes em tandem, como os satélites, minissatélites,
microssatélites e os genes de histonas que se agrupam em familias
multigénicas e (2) elementos dispersos, como SINE’s (Short Interspersed
Elements) e LINE'’s (Long Interspersed Elements) (Jurka e cols, 2005).

Inseridos no grupo de sequéncias repetitivas curtas e longas, encontram-
se os elementos transponiveis (TEs), que correspondem a elementos moveis,
ou seja, que possuem habilidade de se mover no genoma, sem qualquer
obrigatoriedade reconhecida de homologia relacionada com o sitio-alvo de
posicionamento novo (Burns e Boeke, 2012). A identificagdo e caracterizagéo
destes elementos se tornaram de grande importancia para melhor
compreensao de seu papel na organizagao e evolugdo do genoma (Bdhne e
cols, 2008).

4.1. Estrutura e Classificacdo de Elementos Transponiveis

Os elementos transponiveis sao classificados de acordo com sua
organizacgao estrutural e mecanismo de transposicédo. Os elementos da classe
I, ou retrotransposons, se transpdem via um intermediario de RNA e utilizam a
transcriptase reversa. Ja na classe Il, ou transposons, utilizam uma
transposase para transpor um DNA intermediario (Wicker e cols, 2007).

Os retrotransposons sao divididos em duas subclasses, 0os que possuem
LTR (Long Terminal Repeats) e os que ndo contém LTR (Figura 4). Os
retrotransposons LTR sdo elementos estruturalmente similares aos retrovirus.
Possuem longas repeticdes nucleotidicas nas extremidades 5 e 3’ que
flanqueiam uma regido central conhecida por ORF (Open Reading Frame). A
ORF denominada gag, produz uma poliproteina integrante do capsideo dos
retrovirus. A outra ORF constitui-se do gene pol que codifica as enzimas

necessarias a transposicdo do elemento: protease, transcriptase reversa,
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RNAse H e integrase. A ultima ORF presente em algumas familias desta
classe, podendo ou n&o produzir uma proteina funcional, corresponde ao gene
env, que codifica a proteina do envelope viral nos retrovirus. As LTR’s s&o
necessarias para a transcricdo e incorporacdo do elemento no outro local
(Bdhne e cols, 2008).

Os retrotransposons nao-LTR podem ser divididos em duas superfamilias.
Estes incluem os LINE’s, que codificam as proteinas necessarias para a
transcricdo reversa e os SINE’s, que nao codificam as proteinas necessarias
para a transcricdo reversa, precisando de outros elementos moveis para sua
transposicao (Bohne e cols, 2008). Estes elementos também podem ser
chamados, respectivamente, de autbnomos e nao autbnomos.

Os elementos LINE-1 ou L1 de humano possuem ~6 kb e sua estrutura
contém uma regido 5 nédo traduzida (UTR), duas fases de leitura aberta
(ORF’s) e uma regiao 3’ UTR que se continua na cauda poli-A (Figura 4). A
ORF1 codifica uma proteina de ~40 kDa (ORF1p), que tem afinidade por RNA
e que é essencial para retrotransposigao de L1 (Martin, 2006). A ORF1p tem
dominio amino terminal enovelado “coiled-coil”, uma regidao de reconhecimento
localizado centralmente no RNA, e um dominio basico carboxi terminal (Moran
e cols, 1996). A ORF1p esta ligada aos &acidos nucléicos com atividade
chaperona, a qual pode ser importante para a integracdo de L1 (Martin e
Bushman, 2001). A ORF2 codifica uma proteina de ~150 kDa (ORF2p), que
tem atividade de endonuclease e transcriptase reversa (Martin, 2006). A
ORF2p contém também um dominio rico em cisteina de fungdo desconhecida
proximo da sua porgao carboxi terminal, que € necessaria para

retrotransposi¢ao (Moran e cols, 1996).
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Figura 4: Estrutura dos elementos retrotransponiveis. Retrotransposons LTR: genes
gag (group-specific antigen), pol (polimerase) e env (envelope). Retrotransposons nao-
LTR: LINE’s e SINE’s. Elementos SINE’s sdo constituidos de monémeros semelhantes
(A e B) com cauda poli-A (adaptado por Babushok e Kazazian, 2007).

Em geral, os SINE’s possuem tamanho entre 100 a 500 pb. Dentre os
SINE’s as sequéncias do tipo Alu sdo os mais presentes no genoma primata. A
familia Alu é composta de sequiéncias curtas com 300 pb. Tem sido estimado
que haja em torno de 1.000.000 cépias da familia Alu no genoma humano
(Biémont e Vieira, 2006).

Os elementos Alu possuem duas sequéncias monoméricas derivadas de
SRP (signal recognition particle) 7SL RNA (Batzer e Deininger, 2002). Os Alus
ativos tem ~280 pb e sdo ricos em adenosina (A) na porgao final da cauda. O
mondémero esquerdo contém um promotor interno para a RNA polimerase lll e
€ separado do monémero direito por uma sequéncia rica em A (Figura 4).
Entretanto, flanqueando sequéncias genbmicas, eles também podem
influenciar iniciagcdo e término da transcricdo de Alu. As caudas poli-A
flanqueando elementos Alu, podem servir como uma fonte geradora de

sequéncias microssatélites no DNA humano (Comeaux e cols, 2009).
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4.2. Impactos dos Elementos Transponiveis no Genoma Hospedeiro
4.2.1. Retrovirus Enddégenos: HERV'’s

Os elementos contendo LTR’s, como por exemplo, retrovirus endégenos
humano (HERV’s), assemelham-se a retrovirus tanto na sua estrutura como
nos mecanismos de mobilidade. Os HERV’s e seus derivados ndo-autonomos
compreendem ~ 8% do genoma humano (Lander e cols, 2001).

Embora existam varios LTR’s no genoma dos eucariotas, apenas quatro
classes se encontram representadas no genoma humano: HERV |, I, lll, e
MalR. Todos os HERV’s, especificos do genoma humano, pertencem a
subfamilia HML-2 (familia HERV-K). Este € um dos maiores grupos de HERVs
encontrado no genoma humano, e € representado por cerca de 170 provirus
completos e 2000 LTR’s (Khodosevich e cols, 2002). Atualmente considera-se
que a superfamilia HERV-K representa um dos HERV’s mais ativos, sendo
mesmo capaz de produzir particulas virais (Nelson e cols, 2004). A expressao
de HERV’s, bem como a regulagcdo de genes do hospedeiro por promotores
provirais, € muito mais frequente em células germinativas, testiculos e placenta
(Cohen e cols, 2009).

Transcritos de HERV-K, foram relacionados a patologias de diferentes
tipos de células tumorais (Serafino e cols, 2009), em desordens neuroldgicas,
como esquizofrenia e transtorno bipolar (Frank e cols, 2005), diabetes tipo |
(Marguerat e cols, 2004), doengas autoimunes (Christensen, 2005) e em
infeccdes por virus exégenos (Kwun e cols, 2008). Uma real associagao entre
expressdo de HERV com o desenvolvimento ou progressado dessas doencgas
nunca foi estabelecida, permanecendo a questido se a superexpressio de
HERV’s é causa ou simplesmente consequéncia da alteragdo da malha génica
celular, que ocorre pelo estresse das patologias (Moyes e cols, 2007).

Por outro lado, existe o argumento de que a superexpressdo, ou
expressdo diferencial de retrovirus endogenos talvez ndo traga apenas
consequéncias deletérias para o hospedeiro, em diversas situagdes: LTR’s
provirais funcionando como promotor alternativo de genes do hospedeiro
(Landry e Mager, 2003), epitopos de HERV’s recrutando células T CD8" em
situagbes de infecgdes exogenas (Garrinson e cols, 2007) e em proteinas

provirais participando de diferenciacéo de tecido placentario (Ono e cols, 2006).
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4.2.2. Retrotransposons auténomos: LINE’s

Os elementos LINE’s sdo os unicos retrotransposons autbnomos e
compreendem 17% do DNA humano (Lander e cols, 2001). As estimativas para
insercbes de L1 sugerem a frequéncia de 1:20 a 1:200 nascimentos,
dependendo do método usado na analise (Xing e cols, 2009). Desde a sua
descoberta, cerca de 70 mutagdes mediadas por eventos de retrotransposicao
relacionados a doengcas em humanos foram atribuidas a L1 (Goodier e
Kazazian, 2008). Os elementos L1 podem ser estratificados em varias
subfamilias (pre-Ta, Ta-0, Ta-1, Ta1-d, Ta1-nd). As doencas relacionadas com
L1 das subfamilias Ta (Goodier e Kazazian, 2008) incluem hemofilia A, distrofia
muscular de Duchenne, tumores de es6fago e cancer de mama (Biémont e
Vieira, 2006). Além disso, elementos L1 agem como moduladores da
expressao de genes e contribuem para a inativagdo do cromossomo X (Volff,
2006).

Além de atuar como agente mutagénico da linhagem germinativa, estudos
tém revelado que a retrotransposicdo de L1 também ocorre em certas células
somaticas. A Inser¢do de L1 mutagénico no gene da APC (Adenomatous
polyposis coli) foi visto em tumor coloretal, sem comprometimento de tecidos
nao tumorais adjacentes (Miki e cols, 1992). Foram descritos 9 eventos de
retrotransposicdo de L1 em células somaticas em 6 de 20 casos de cancer de
pulmédo (Iskow e cols, 2010). Células tumorais com eventos de
retrotransposicédo de L1 exibiam hipometilagdo, sugerindo correlagao entre
mudangas epigenéticas e retrotransposi¢ao de L1 em tumores. A hipometilagado
de L1 na regido 5’ UTR observada em células malignas e tecidos cancerigenos
tem relacdo com o aumento de mRNA L1 e/ ou expressao de ORF1p (Belancio
e cols, 2010).

4.2.3. Retrotransposons ndo-autbnomos: SINE’s

O SINE mais abundante em humanos é chamado de Alu porque contem
um sitio alvo para a enzima de restricdo Alu. A familia Alu compreende 10% do
genoma dipldide (Lander e cols, 2001). As estimativas sugerem que os
elementos Alu sdo os retrotransposons mais ativos no genoma humano, visto

qgue novas insergdes ocorram de 1 a cada 20 nascimentos (Xing e cols, 2009).
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Assim como os LINE’s, os Alu podem ser divididos em subfamilias. Estas
s&o classificadas de acordo com a idade em “velhas, intermediarias e jovens”,
sendo que as duas mais velhas (Jo e Jb) surgiram de eventos de
retrotransposicao independentes em unico Alu ancestral, ~81 milhdes de anos
atras (Kapitonov e Jurka, 1996). Alguns elementos Alu da subfamilia jovem
(~1.200 elementos) teria se inserido no genoma humano recentemente e séo
dimérficos pela presenga ou auséncia de insergao (Batzer e Deininger, 2002).

Os elementos AluY, principalmente os membros das subfamilias Ya5 e
Yb8, contribuem para a grande maioria das inser¢cdes responsaveis por doencga
em humanos (Carroll e cols, 2001). Dois mecanismos principais podem causar
doengas genéticas humanas: insergdes de elementos Alu dentro de genes
(0,1%) e eventos de recombinagdo homodloga desigual entre repeticdes Alu
(0,3%) (Carroll e cols, 2001). Os Alu sao utilizados também na pratica forense
(Mamedov e cols, 2010) e tem influéncia multifatorial no cancer (Zhang e cols,
2010).

4.2.4. Retrotransposons ndo-autbnomos: Pseudogenes

RNAs mensageiros celulares podem ocasionalmente usar as proteinas
codificadas por L1 para transposicdo no genoma, gerando pseudogenes
processados (Wei e cols, 2001). Existe ~8.000-15.000 cépias de pseudogenes
processados no genoma humano, a maioria derivada de genes expressos em
célula germinativa, tais como genes housekeeping e genes de proteinas
ribossomal (Zhang e cols, 2002). Curiosamente, alguns pseudogenes
ribossomais processados, como por exemplo RPL21, ocorrem em um numero
de copias relativamente elevada, sugerindo que alguma propriedade destes
MRNAs permite o recrutamento de proteinas L1 codificadas mais eficazmente
do que outros mMRNAs (Zhang e cols, 2002).

A maioria dos pseudogenes processados sdo “inoperantes” porque lhes
falta um promotor funcional (Tam e cols, 2008). Por isso, eles podem ser
utilizados como relégios moleculares que sugerem as taxas de mutagdes nas
espécies. Alguns pseudogenes humanos processados S&0 expressos, € um
pequeno numero deles pode codificar genes funcionais ou servir como fonte de

RNAs de interferéncia (IRNAs) com fungdes reguladoras (Tam e cols, 2008).
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Até o momento, ndo ha exemplo de doenga humana causada por
retrotransposi¢cao de pseudogenes processados, exceto a distrofia muscular
facioescapulohumeral (Lemmers e cols, 2010). Foi visto que a expressao de
um pseudogene processado (FGF4) esta associada com a condrodisplasia em
19 racas de caes, e esse achado é consistente com o pensamento de que a
“criacao seletiva” pode contibuir para aumento da mutagenicidade mediada por
L1 (Parker e cols, 2009).

4.2.5. Transposons de DNA

Até recentemente os transposons eram vistos como "DNA lixo" sem
qualquer fungédo importante. Porém, hoje se sabe que os transposons de DNA,
compreendendo 3% do genoma humano (Lander e cols, 2001), estédo
envolvidos em fungdes de recombinacéo tipo V(D)J feita pelos genes RAG1 e
RAG2 para a sintese das imunoglobulinas (Kapitonov e Jurka, 2005).

Os transposons podem ser classificados em trés subclasses. Na primeira
subclasse estdo aqueles que se movimentam pelo mecanismo de "copy and
paste”. Estes sao transposons propriamente ditos classificados em dez
familias: Tc1/mariner, haT, elemento P, MuDR/Fokdback, Cacta, PiggyBac,
Pif/Harbinger, Merlin, Transib e Banshee. Na segunda subclasse estdo os
chamados Helitrons e 0 mecanismo pelo qual eles sédo transpostos é chamado
de circulo rolante; esses elementos nao possuem repeticdes terminais
invertidas, mas possuem motivos terminais curtos conservados e copias
autbnomas que codificam uma proteina chamada helicase. Os Mavericks,
também conhecidos como “Polintrons” constituem a terceira subclasse, mas
seu mecanismo de transposi¢ao € desconhecido. Os Maveriks possuem longas
repeticbes terminais, e tém a capacidade de codificar proteinas (Feschotte e
Prithman, 2007). Todas essas subclasses e familias sdo encontradas nos
eucariotos e também nos procariotos, portanto os transposons de DNA
divergiram muito cedo na evolugdo dos organismos (Feschotte e Prithman,
2007).
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Durante a transposicdo esses elementos podem causar mutacdes
afetando a expressao ou alterando a estrutura de genes, e, portanto pode levar
a uma perda de funcédo (Kapitonov e Jurka, 2007). Embora a maioria das
mutagcbes seja prejudicial, algumas vezes os transposons contribuem para
aumentar a diversidade alélica e criagcdo de novos genes (Feschotte e
Prithman, 2007). A principal funcdo dos elementos moveis de DNA é a

evolugdo gendmica dos organismos (Bohne e cols, 2008).

5. Integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma do
hospedeiro

A observacdo de que coelhos chagasicos tratados com droga anti-
tripanossoma n&o diminuiam a intensidade das lesbes no coragdo e morriam
de doencga de Chagas com as mesmas caracteristicas descritas nos coelhos
chagasicos nao tratados (Teixeira e cols, 1999; Teixeira e cols, 2006; Teixeira e
cols, 2011a) sugeriu a hipétese de que o DNA do parasito ficasse retido no
genoma do hospedeiro. Na tentativa de demonstrar o DNA do T. cruzi no
genoma do hospedeiro, foram conduzidos experimentos em cultura de células
e em modelos experimentais (Teixeira e cols, 1991; Teixeira e cols, 1994;
Simdes-Barbosa e cols, 1999). Esses estudos mostraram que minicirculos de
KDNA de T. cruzi se inseriam em diversos cromossomos de macréfagos
humanos (Arganaraz, 1996), de camundongos (Simdes-Barbosa, 2000), e de
coelhos (Nitz, 2001). A demonstracdo de transferéncia de DNA do parasito
para o chagasico jogou luz sobre a origem da autoimunidade na doenga de
Chagas. De fato, as investigagdes mostraram que fragmentos de minicirculos
de kDNA integravam principalmente em retrotransposon LINE-1 em
hospedeiros mamiferos. Os estudos conduzidos em coelhos chagasicos
cronicos (Nitz, 2001) documentou que sequéncias de minicirculos de kDNA de
T. cruzi integram em LINE-1. O sequenciamento dos sitios de integragao foram
obtidos mediante adaptacdao da técnica 5° RACE, usando primers de kDNA
combinados com primers degenerados que anelam inespecificamente ao longo
do genoma. Em humanos, a técnica 5 RACE produziu fragmentos de
sequéncias curtas que tinham homologia com elementos repetitivos de varias
espécies seguidos de DNA humano. O tamanho curto das sequéncias e as

caracteristicas repeticbes nao permitiam obtencédo de escores altos (p >0.05),
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resultantes de homologias significativas. Entretanto, os clones eram de DNA
humano e as buscas de homologias indicavam quimeras de dois tipos de
DNAs. No sentido de excluir a possibilidade de contaminagcdo, foram
conduzidos experimentos em aves refratarias ao T. cruzi. A investigagéo
mostrou que pintos nascidos de ovos inoculados com tripomastigotas do
protozoario nasciam livres da infeccdo, mas tinham as sequéncias de
minicirculos de kDNA integradas no genoma. Foram identificadas integracdes
de kDNA em elementos CR-1 (equivalentes a LINE-1 de humanos) e os
escores obtidos mostravam homologias com valor estatistico significativo
(p<0.0001). Tendo mostrado transferéncia de kDNA em mamiferos e em aves,
a préxima etapa foi verificar a possibilidade de transferéncia vertical do kDNA
em descendentes de chagasicos. As analises demonstraram a transferéncia de
kKDNA de coelhos para os descendentes e de galinhas para as progénies de
duas geracbes. Esses resultados afastaram a possibilidade de contaminacao,
pois, o encontro de kDNA em aves da segunda geragdo nao podia ter outra
origem senao a transferéncia via reproducao sexuada. De fato, os gametas dos
galos e galinhas tinham o KDNA integrado no genoma hapldide. Esse trabalho
foi publicado na revista Cell (Nitz e cols, 118: 175-186, 2004). Depois de ter
gerado manifestacdo favoravel em todos os continentes, o trabalho foi
desautorizado unilateralmente pela Editora-Chefe da Cell (Marcus, 2005). Seis
anos depois da atitude inadequada da revista Cell, jamais foi apresentado um
s6 dado experimental contradizendo os achados originais na publicagao de Nitz
e cols, 2004.

No interesse do conhecimento cientifico produzido no Brasil os
pesquisadores do LMPDC/UnB deram a resposta merecida a revista Cell, ou
seja, ao invés de desistir da pesquisa, os autores daquela publicagdo e os
jovens alunos de mestrado e doutorado continuaram a produzir dados e
informagdo em estudos conduzidos em aves e em humanos. Em ambas as
abordagens, os estudos confirmaram e expandiram o trabalho da Cell 118:
175-186, 2004. A analise de cinco familias, cujos parentais eram chagasicos,
mostrou a transferéncia vertical de seqtiéncias de minicirculos de kDNA para
as progénies, em trés geragdes (Hecht e cols, 2010). A analise mostrou que
nas familias de chagasicos existem trés perfis distintos: a) sem a infecgéo e

sem integracdo de kDNA; b) com marcadores da infecgdo confirmada pela

36



presenca de nDNA e kKDNA do T. cruzi; c) Com apenas o kDNA retido no
genoma. Mediante clonagem e sequlienciamento foi possivel identificar as
integracbes de kKDNA com emprego de técnica {pTAIL-PCR (targeted primer
Thermal Assymetric Interlaced-PCR), na qual foram usados primers especificos
de LINE-1 combinados com primers de kKDNA. Mais uma vez, ficou evidente
que o progresso do conhecimento acompanha o desenvolvimento de novos
instrumentos e, assim, foi possivel mostrar integragcbes em quase todos os
cromossomos, com frequéncia mais alta, particularmente, nos cromossomos 1,
3, 7 e X. As sequéncias quimeras com regides variaveis e conservadas de
minicirculos de kDNA tinham extensao de até 2000 nts, e os escores obtidos
com a busca de homologias em bancos de dados eram altamente significativos
(p< 0.0001). Os sitios de integracéo eram LINE-1 em 65% do DNA das células
somaticas e em 75% do DNA dos gametas. De grande interesse, foi a
observagao de transposicdo das mutagdes de kDNA de retrotransposons para
regides codificadoras do genoma. Assim, foi possivel observar a ruptura de
varios genes associados com crescimento e diferenciagao celular, regulacéo de
respostas imunes, etc (Hecht e cols, 2010).

Por ultimo, a informagao sobre as aves também progrediu com o estudo
de quatro geragdes (progénies) de aves com kDNA integrado no genoma. A
estratégia empregada para identificar os sitios de integracdo resultou do
aproveitamento do conhecimento publicado por Nitz e cols, na Cell 118: 175-
186, 2004. Ou seja, empregando primers obtidos das sequéncias de CR-1 foi
possivel programar a (pTAIL-PCR, mediante combinagdo dos primers
especificos da galinha com primers de kDNA do T. cruzi. Esta estratégia
permitiu a identificagdo das mutagbes nas aves parentais e nas progénies, em
trés geracdes de descendentes. Os sitios de integracdo das sequéncias de
minicirculos de kKDNA foram encontrados em regides codificadoras do genoma,
particularmente dos macrocromossomos 1, 2, 3 e 4, mas também houveram
integragbes em cromossomos de tamanho intermediario e em alguns mini-

cromossomeos.
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De grande interesse, foi a demonstracao de cardiomiopatia chagasica em
humanos e em aves com as mutagdes de KDNA. Esse achado sugere que a
transferéncia lateral e vertical de kDNA para o genoma hospedeiro, em aves e
em mamiferos, pode explicar a patogénese da doenga de Chagas humana
(Teixeira e cols, 2011b). Porém, muitos chagasicos cronicos e seus
descendentes nao tinham doenca clinica manifesta. Diante dos achados de
sitios de integracdo das mutagcdes de KDNA em regides codificadoras de
cromossomos diferentes, e, também, a variagdo do numero de mutagbes em
cada chagasico, surgiu a curiosidade de identificar aquelas mutagbes que
estariam associadas com as manifestagdes clinicas e patologicas da doenca
de Chagas. Esse desdobramento da pesquisa demandou o emprego de nova
estratégia de trabalho visando ao estudo genético-epidemioldégico e clinico-
patolégico da doenga de Chagas em maior numero de familias para investigar
a possibilidade de associagao entre uma mutacéo ou grupo de mutagdes com a
patogénese da doenca de Chagas. Explicando-se a patogénese seria possivel
avancgar na compreensdo do quadro clinico-epidemiolégico das infec¢des e da
doenca endémica.

Esta Tese de Doutorado é parte da estratégia geral iniciada no LMPDC
para associar mutagdées com o quadro clinico-patologico da doenga de Chagas.
A parte clinica epidemiolégica do estudo € objeto de Tese de Doutorado da
Dra. Adriana Almeida, e, portanto, os protocolos com dados clinico-
epidemiologicos nao serao apresentados aqui. A parte do estudo que foi
designada para esta Tese apresenta a identificagdo das infecgdes pelo T. cruzi
e analise molecular para caracterizacdo das mutacdes, particularmente,
referente as transferéncias lateral e vertical de sequéncias de minicirculos de

kKDNA e do nDNA em familias de chagasicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Foi definido como objetivo principal do trabalho verificar a ocorréncia de
possiveis variagdes entre os resultados dos testes imunoldgicos e de PCR
empregados para o diagnéstico das infecgbes pelo T. cruzi. O estudo visou
analisar os resultados discrepantes entre os testes ELISA e IFI, e PCR com
iniciadores de nDNA e kDNA do parasito. Além disso, outro objeto do estudo
visou o mapeamento das mutacbées de kDNA de T. cruzi no genoma de
individuos de quatro familias com pessoas identificadas pelas manifestacbes

clinicas sugestivas de DCA.

2.2. Objetivos especificos

*

Comparar resultados obtidos nos testes sorologicos e de PCRs

usados no diagndstico das infecgdes pelo Trypanosoma cruzi;

Analisar as discrepancias entre os resultados de testes imunoldgicos
e de PCR usados no diagndstico das infecgdes pelo Trypanosoma

cruzi e Leishmania braziliensis;

Mapear as mutacbes de KDNA no genoma de individuos de quatro

familias residentes em municipios do Estado do Par3;

Identificar a transferéncia vertical do nDNA do parasito em células

somaticas de descendentes de chagasicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Dados epidemioldgicos gerais

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/UnB (CEP-FM n°
25000.167567/2004-28) e pela Fundacao Publica Estadual Hospital de Clinicas
Gaspar Vianna (CEP-FHCGV n° 054/2009). Os individuos incluidos neste
projeto foram esclarecidos quanto aos objetivos, e dele participaram somente
aqueles que concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para colheita e processamento do sangue.

Trés familias A, B e C do estudo sdo do Municipio de Barcarena, com
80.280 habitantes, situado a 150 km da cidade Belém do Para. Os individuos
da familia D residem no municipio de Breves, com 99.223 habitantes, ilha do
arquipélago de Marajo. Essas quatro familias foram selecionadas para o estudo
porque procuraram assisténcia médica no Programa de Chagas do FHCGV
com queixas clinicas sugestivas de doenca de Chagas aguda (DCA). A historia
epidemioldgica das familias sugeria microepidemia de infec¢des pelo T. cruzi,
inicialmente atribuidas a transmissao pela via oral. O veiculo de suspeigao foi a
polpa de acai, habito alimentar secular na cultura regional. Esses casos foram
notificados pela Secretaria de Estado da Saude Publica do Para (SESPA) apés
diagndstico parasitolégico e/ou teste imunoldgico positivo para IgM anti-T.cruzi
(LACEN/Secretaria de Saude do Para).

3.2. Populagao estudada

O estudo foi conduzido nos Municipios de Barcarena e de Breves, Estado
do Para, onde foram identificadas microepidemias da DCA entre os anos de
2007 e 2009. Os casos agudos foram atendidos na Fundacao Publica Estadual
Hospital de Clinicas Gaspar Vianna (FHCGV) por equipe de profissionais de
saude. Na equipe achava-se a médica cardiologista Dra. Adriana Almeida, que

faz Tese de Doutorado sob Orientacdo do Dr. Antonio Teixeira.
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O trabalho da Dra. Adriana Almeida com as familias que tinham casos
clinicos sugestivos de DCA chegou ao conhecimento dos pesquisadores do
Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa em Doenga de Chagas (LMPDC), na
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, e foi iniciado o estudo
molecular, clinico e epidemioldgico visando aos objetivos definidos. A analise
molecular que é parte desta Tese de Doutorado inclui 109 individuos
agrupados em quatro familias. As amostras de sangue das familias A, B e C
foram colhidas em maio de 2009, dois anos apds a suspei¢ao de contaminagao
oral, e os casos com diagnéstico de DCA foram tratados com Benzonidazol. Os
casos da familia D foram atendidos na fase aguda da doenca, em margo de
2010, e o sangue dos pacientes foi colhido na vigéncia do tratamento com
Benzonidazol (Rochagan®). A Tabela 1 relaciona os individuos das quatro
familias estudadas que foram notificados como portadores de DCA. Todas as
amostras de sangue dos 109 individuos incluidos na pesquisa foram
processadas no Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de

Chagas, na Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia-DF.

Tabela 1: Casos de infecgdes pelo T. cruzi identificados no FHCGV

Familias Ano da Infecc¢ao Infecgbes pelo T.cruzi*
A 2007 18,1% (8/44)
B 2007 20% (3/15)
C 2007 13,7% (4/29)
D 2009 66,6% (14/21)
Total 26,6% (29/109)

* Numero de casos / Numero de individuos por familia. Os casos foram identificados
por testes parasitoldégicos e/ou soroldgicos e epidemiolégicos consistentes com T.
cruzi.
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4. Diagnosticos laboratoriais
4.1. Exames Parasitoldgicos
4.1.1. Pesquisa direta do T. cruzi pela gota espessa e/ou pelo QBC®

A Pesquisa direta do T. cruzi foi feita no Instituto Evandro Chagas
(IEC/PA), pelos Pesquisadores Doutores Aldo Valente e Vera da Costa
Valente, quando os individuos com sintomas sugestivos de DCA foram
examinados no FHGV da Secretaria de Saude do Estado do Para. O teste pela
gota espessa e/ou pelo esfregagco de sangue foi feito sobre ldmina corada pelo
Giemsa seguido de exame ao microscoépio 6tico com objetiva de 40X. Para o
teste de QBC® (Quantitative Buffy Coat) foram utilizados 4 capilares por
paciente seguindo os procedimentos apresentados pelo fabricante (Siste) na
faixa de leitura recomendada. Nos testes do sangue a fresco um minimo de

500 campos microscopios foi varrido por trés examinadores.

4.1.2. Hemocultura e/ou xenodiagndstico no IEC/PA

A hemocultura e/ou xenodiagnostico artificial, também foram feitos no
Instituto Evandro Chagas (IEC/PA), pelos Pesquisadores Doutores Aldo
Valente e Vera da Costa Valente. O isolamento de T. cruzi foi obtido apds
colheita de sangue por pung¢ao venosa, seguindo os procedimentos adotados
por Miles (1993). O sangue foi diluido em salina fisiolégica estéril, examinado
ao microscopio para deteccdo do tripanossoma. O volume de 0,1 ml foi
semeado nos meios citados em capela de fluxo laminar e a cultura foi
examinada apos trés semanas.

Os meios utilizados foram: 1) Bifasico de Hoff's (4 tubos por paciente)
com semeio de 500 yl de sangue por tubo. Apos duas semanas, aliquotas do
material semeado, tendo parasitos em crescimento, eram transferidos para o
meio liquido RPMI 1640 e/ou meio LIT para crescimento exponencial. O exame
do material semeado era feito trés semanas depois e os tubos negativos eram
examinados aos 90 dias e descartados. 2) Xenodiagndstico artifical: Para
preparo do meio usou-se 10 a 15 ml de sangue com heparina sodica
anticoagulante distribuido em um cilindro de vidro revestido com membrana de
borracha permeavel a probdscida e permitindo a alimentacdo de ninfas de
triatomineos. O cilindro era aquecido em banho-maria a temperatura entre

37°C e 39°C, para estimular a alimentacéo dos triatomineos. Em cada paciente
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foram usadas vinte ninfas de 5° estagio das espécies R. prolixus, T. infestans e
P. megistus quando em jejum de 60 dias. As espécies foram mantidas no
insetario do IEC e o exame do conteudo intestinal dos triatomineos foi feito aos
30 e 60 dias apds a alimentacdo. Composicdo dos meios:

a) Meio bifasico (DIFCO)

O meio agar-sangue bifasico usado no isolamento primario e cultivo de T.
cruzi tiveram a seguinte composig¢ao: 14g Difco bacto agar-sangue base, 5g
BBL tripticase peptona, 3g Oxoid L 28 agar purificado, 6g Cloreto de sddio
(ANALAR), 1.000 ml agua destilada e 0,5 ml (por tubo) de sangue inativado de
coelho. Visando evitar a contaminacéo de culturas para isolamento primario de
T. cruzi durante os trabalhos de campo, foram utilizados tubos a vacuo (BDH) e
a inoculacéo era feita pela injecao através da tampa.

b) Meio monofasico — RPMI 1640 (GIBCO)

O meio RPMI 1640 (Gibco, BRL, Paisley, Scotland) foi suplementado com
0,5% (wl/v) tripticase (BBL), 0,5% (w/v) HEPES, 0,03 M hemin, 10% (v/v) SBF
inativado, 2 mM de glutamato de sdédio, 2 mM de piruvato de sodio e
antibiéticos. Preparadas como segue: solugao de tripticase estéril concentrada
100 X (0,175 g/ml autoclavada), HEPES (1 m, esterilizado em filtro) e HEMIN
(2,5 mg/ml em 0,01M NaOH, autoclavada). Adicionava-se 2,8 ml de tripticase, 2
ml de HEPES e 0,8 ml para cada 100 ml de solucédo estoque de RPMI 1640,
junto com 10 ml de SBF, 1 ml de 200 mM de glutamato de sédio, 200 mM de
piruvato de sédio (com penicilina, estreptomicina, na concentragcao final 250
Ul/ml e 250 pg/ml, respectivamente). As solugbes de glutamina, piruvato e
antibiéticos eram esterilizadas em filtro antes da adicdo. O meio preparado era
aliquotado em tubo Falcon de 50 ml. Para evitar o crescimento de fungos e
bactérias, 5-fluorocytosine (100 upg/ml) e gentamicina (100 pg/ml) eram
adicionadas aos tubos (Miles, 1993).

c) Meio monofasico de LIT (Liver Infusion Tryptose)

A solucédo 1 (Infuséo de Figado, Liver infusion broth-DIFCO) a 10% era
preparada em agua bidestilada e autoclavada a 120°C por 20 min. Aliquotas

eram armazenadas a 4°C.
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A solugao 2 ( Sais 4X): A hemina era preparada 5 ml de agua bidestilada
em tubo Falcon de 50 ml. Apds adicdo de 5 ml de trietanolamina (Sigma 1377)
a solugdo era homonegeneizada com pipeta, observando a trietanolamina ser
removida. Entdo, adicionava-se 250 mg de hemina (Sigma H2250), e o tubo
era agitado em vortex até a completa dissolugdo. Em um Becker com 2 L de
agua destilada eram adicionados: 40 g NaCl, 4g KCI, 80 g Na,HPO4 anidro, 50
g triptose e 10 ml de hemina solubilizada. A solugdo de hemina era adicionada
e a mistura agitada em vortex com aquecimento a 30°C. A solu¢do de hemina
tinha o pH 7,4 ajustado com acido fosférico ou hidroxido de sddio. Evitar a
utilizagcao de acido cloridrico. O volume da solugdo de hemina era completado
para 2,5 L, mantida em agitagdo. Aliquotas em garrafas de 500 ml eram
autoclavadas a 120°C por 20 min e mantidas a 4°C.

A solucédo 3 (glucose 40%) em agua bidestilada era autoclavada a 120°C
por 20 min e armazenadas a 4°C. O meio LIT era composto de 25 ml (solugao
1), 125 ml (solugdo 2), 5 ml (solugdo 3), e 50 ml (SBF). Em seguida
acrescentava-se 100 u/ml de penicilina, 100 ug/ml estreptomicina e 10 mg/L

gentamicina. O volume de 500 ml era completado com agua bidestilada estéril.

4.1.3. Hemocultura na UnB/DF

A hemocultura também foi feita no Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisa em Doenga de Chagas, na Universidade de Brasilia (UnB/DF), em
duas ocasides: 2 e 5 anos apods sintomas clinicos de DCA. A primeira colheita
de sangue foi feita na veia do antebrago dos 109 individuos das quatro familias.
Os tubos de 1.5 x 12 cm, contendo slant agar sangue receberam 4 ml de
sangue e permaneceram a temperatura entre 28°C a 32°C. Uma semana
depois se adicionou 3 ml de LIT a cada um dos tubos. As culturas foram
examinadas 30, 60, 90 e 120 dias depois da semeadura. A segunda colheita foi
repetida em 76 dos 109 individuos e os tubos foram examinados nos periodos
pos-semeadura indicados para o primeiro exame. Nos experimentos controle,
tubos com agar sangue foram inoculados com 10 tripomastigotas de sangue
de camundongos previamente infectados com T. cruzi ou com igual numero de
epimastigotas crescidos em LIT. Os resultados dos testes parasitologicos foram
conhecidos apds os resultados dos exames que identificaram anticorpos anti-T.

cruzi e produtos de PCR especificos para kKDNA e nDNA do protozoario.
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4.2. Testes imunolégicos e moleculares

Para confirmar a presenca de anticorpos contra antigenos de T. cruzi e de
L. braziliensis, foram empregados os testes de imunofluorescéncia indireta- IF|
anti-lgM e anti-IlgG, e o ELISA anti-IgG, de acordo com técnicas padronizadas
(Vexenat, 1993; Lauria-Pires, 2000). Foram feitos testes de PCR com primers
especificos de KDNA e nDNA de T. cruzi. O diagndstico molecular de L.
braziliensis foi feito empregando primers especificos de kDNA. Como controles
negativos e positivos, foram utilizados aliquotas de soro/DNA do banco de
material biolégico mantido no LMPDC (UnB). Todos os testes foram feitos em

duplo-cego.

4.2.1. Crescimento de T. cruzi e L. braziliensis para obtengédo de antigenos
Formas epimastigotas de T. cruzi (estoque Berenice) e promastigotas de
L. braziliensis (M5176) cultivadas em meio LIT e DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium), respectivamente, foram suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab, Campinas- BR) e 40 pg/mL de gentamicina. O primeiro foi
cultivado a 28°C e o segundo a 24°C. A colheita dos flagelados foi feita na fase

exponencial de crescimento.

4.2.2. Preparo do antigeno para imunofluorescéncia indireta (IFI)

Formas epimastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. braziliensis, foram
colhidas por centrifugagdo a 3.000 rpm por 15 min a 4°C, lavadas trés vezes
com PBS, pH 7,4, por igual periodo e ressuspensas em 2 mlL de
paraformaldeido (3,7%). Apds repetir o procedimento de lavagem, os parasitos
foram ressuspensos em PBS, pH 7,4, de modo a obter uma concentracao de
aproximadamente 30 parasitos por campo. Essa quantidade de parasitos em
suspensdo foi depositada nas laminas de microscopia convenientemente
demarcadas e desengorduradas. Depois de secas ao ar livre, as laminas foram
embrulhadas com papel aluminio e guardadas a -20°C até o momento do uso
(Vexenat, 1993; Lauria-Pires, 2000).
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4.2.3. Reacao de imunofluorescéncia indireta

A reacao de IFI foi utilizada no diagndstico diferencial das infecgbes
causadas pelos protozoarios da Ordem Kinetoplastida. Os soros dos individuos
participantes foi obtido de 4 mL de sangue, armazenado no glicerol (1/1) e
estocados a -20°C até serem usados para exames. 10 uL das diluicdes
seriadas (1: 20 a 1: 1.280) dos soros em PBS, pH 7,4 foram colocados sobre
os parasitos fixados na lamina. Apds incubacéo por 40 min a 37°C, em camara
umida, o excesso foi retirado e as laminas foram lavadas trés vezes com PBS,
pH 7,4. Depois das laminas secas a temperatura ambiente, separadamente,
adicionou-se 0 conjugado anti-IgM ou anti-lgG humano marcado com
fluoresceina (BioMérieux), diluido 1:200 (previamente titulado) em PBS, pH 7,4
e Azul de Evans 0,01% (Vexenat, 1993; Lauria-Pires, 2000).

Apds incubacdo por mais 40 min a 37°C, em camara umida, o excesso foi
retirado e mais uma vez as laminas foram lavadas trés vezes com PBS, pH 7 4.
Depois de secas a temperatura ambiente, as laminas forma montadas com
laminulas, sobre glicerina tamponada, pH 9,0. A leitura foi realizada em
microscopio de fluorescéncia (Olympus® BX51), cuja luz ultravioleta ativa o
isotiocianato de fluoresceina presente apenas nos parasitos com anticorpos
ligados na membrana. Uma amostra era considerada positiva pela
fluorescéncia verde brilhante obtida em titulos = 1: 40 nas infecgbes pelo T.

cruzi e por L. braziliensis.

4.3. Preparo do antigeno para ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
As formas epimastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. braziliensis,
foram colhidas por centrifugagéo a 3.000 rpom por 15 min a 4°C, lavadas trés
vezes com PBS, pH 7,4 por igual periodo e ressuspensas em 2 mL de agua
Milli-Q. Em seguida, os parasitos foram submetidos a trés ciclos de
congelamento (-20°C)/ descongelamento a 37°C. Para ajudar no rompimento
dos parasitos, as formas promastigotas de L. braziliensis foram lisadas de
forma mecéanica com auxilio de um triturador a 4°C. O lisado foi recentrifugado
a 5.000 rpm por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi colhido, ultracentrifugado a
14.000 rpm por 10 min e ressuspenso em 2 mL de agua destilada. A
concentracao de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976) e

aliquotas dos extratos foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.
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4.3.1. Sensibilizacado das placas de ELISA com os antigenos

Microplacas de fundo chato com 96 cavidades foram sensibilizadas
separadamente com 50 ulL/pogo de cada um dos antigenos brutos (antigenos
nao purificados) dos parasitos, diluidos em PBS, pH 7,4 de forma a conter (0,2
ug/pocgo do antigeno de T. cruzi e 0,1 ug/pog¢o do antigeno de L. braziliensis).
Apos incubacao por 18 h a 4°C, em camara umida “overnight”, o excesso do
antigeno foi retirado e as placas foram lavadas trés vezes com PBS, pH 7,4
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Para bloquear os sitios de adeséao
livres das proteinas, que ainda existiam na superficie dos pogos, foram
adicionados (100uL/pogo) de PBS/leite desnatado 5% (Molico, Nestlé). Apdos
incubacédo por mais 2 h a 37°C, em camara umida, o excesso foi retirado e
mais uma vez as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T. As placas
sensibilizadas foram imediatamente envolvidas em papel aluminio e
armazenadas a -20°C até o momento do uso (Vexenat, 1993; Lauria-Pires,
2000).

4.3.2. Incubagdo com o primeiro anticorpo

Visando a deteccao de anticorpos especificos, os soros dos individuos
participantes foram diluidos 1: 100 em PBS/leite desnatado 2% e adicionados a
placa (50 uL/pogo, em ftriplicata). Apds incubagéo por 2 h a 37°C, em camara
umida, o excesso foi retirado e as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T.
Em cada placa, os soros controles positivos e negativos, foram incluidos nas
mesmas condigdes. Para controle dos reagentes, foram colocados apenas
PBS/leite desnatado 2% (Vexenat, 1993; Lauria-Pires, 2000).

4.3.3. Incubagao com o segundo anticorpo e revelagdo de imunocomplexos

O conjugado previamente testado e titulado, composto por anticorpos
anti-IgG humano marcada com peroxidase (Invitrogen-ZyMax™) foi diluido 1:
5000 em PBS/leite desnatado 2% e adicionado a placa (50 ulL/pogo). Apds
incubagao por mais 2 h a 37°C, em camara umida, o excesso foi retirado e
novamente as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T (Vexenat, 1993;
Lauria-Pires, 2000).
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A revelacdo dos imunocomplexos foi feita pela adicdo (50 ulL/pogo) do
substrato H,O, -Perdxido de hidrogénio-Merke (2 pl) em (5 ml) de tampéo
citrato de sdédio/acido citrico, pH 5,0 contendo o cromoégeno OPD- o-
Phenylenediamine dihydrochloride-Sigma (2 mg). Apds o desenvolvimento da
reagcao cromdgena por 5 min, a temperatura ambiente, na auséncia de luz, a
reacao foi interrompida pelo acréscimo (50 uL/pogo) de H,SO4 - acido sulfurico.
A leitura foi feita em espectrofotdmetro (BioTeK-Synergy HT) a 490 nm, sendo
consideradas positivas as amostras que possuiam densidade optica (DO)

maior que o ponto de corte (Vexenat, 1993; Lauria-Pires, 2000).

4.4. Extracdo de DNA de células sanguineas

A colheita de sangue (15 a 16 mL) foi feita pela puncdo venosa, em
quatro tubos vacutainer® com EDTA. A extracdo de DNA de células sanguineas
foi realizada segundo metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001).
Para validar a qualidade da extragdo do DNA gendmico, os procedimentos
foram feitos em duplicata. A etapa inicial consistia na separagao das células
nucleadas pela centriguacao (5.000 rpom por 30 min) em gradiente de Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare). As células nucleadas no anel de interfase do
tubo eram colhidas e o sedimento foi lavado uma vez com PBS 1X, pH 7,4 e
ressuspenso em tampao de lise (Tris-HCI 1mM pH 8,0; EDTA 0,1M pH 8,0;
SDS 0,5%) com proteinase K (100 ug/mL), ficando incubado a 37°C por 12 h.
O DNA foi purificado com duas extragdes com clorofane, (fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico, proporgcao 25:24:1) e uma extracdo de clorofil, (cloroférmio:
alcool isoamilico, proporgao 24:1) todas em volumes iguais. Finalmente, o DNA
foi precipitado em 3 v de etanol absoluto gelado e colocado por 12 h a -80°C.
Depois desse periodo, o DNA foi sedimentado por centrifugagéo (14.000 por 1
min) e o sobrenadante foi descartado. O DNA assim extraido, depois de lavado
duas vezes com etanol a 70% gelado, foi secado a temperatura ambiente e
ressuspenso em tampao TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0). A
esta solugéo foram acrescentados RNAse (20 ug/mL), ficando incubado a 37°C
por 12 h. Os DNA’s foram diluidos na concentragdo final de 100 ng/uL e
armazenados a -4°C e os DNA’s concentrados foram guardados a -20°C até o

momento do uso.
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4.5. Extracao de DNA total de T. cruzi e L. braziliensis

Com o intuito de obter DNA total do T. cruzi e L. braziliensis, para uso
como controle positivo na reagdo de PCR, as formas epimastigotas de T. cruzi
e promastigotas de L. braziliensis, foram sedimentados por centrifugagdo a
3.000 rpm por 15 min a 4°C, lavados duas vezes com TBS (20 mM Tris-HCI pH
7,2; 0,5 NaCl) nas mesmas condicoes de centrifugagdo e o sedimento
ressuspenso em tampao de lise (Tris-HCI 1mM pH 8,0; EDTA 0,1M pH 8,0;
SDS 0,5%). A esta solugao foram acrescentados Proteinase K (100 ug/mL),
ficando incubado a 37°C por 12 h. Apds a incubagao, o DNA foi purificado com
duas extracbes com clorofane e uma extracao de clorofil, todas em volumes
iguais. Finalmente, o DNA foi precipitado com 2,5 v de etanol absoluto gelado e
1/10 v de acetato de sddio 3,0 M, pH 4.7. O DNA foi lavado duas vezes com
etanol a 70% gelado, secado a temperatura ambiente e ressuspenso em
tampao TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0). O DNA foi guardado a

-20°C até o momento do uso (Perez-Morga e cols, 1993).

4.6. Extracdo de kDNA de T. cruzi

A extracdo de kDNA, foi feita segundo metodologia descrita por Perez-
Morga e cols (1993) para ser utilizado na produgdo de sonda radioativa. Uma
quantidade 5 x 10" formas epimastigotas foram colhidas por centrifugacgdo a
3.000 rpm por 15 min a 4°C, lavados duas vezes com PBS, pH 7,4 nas
mesmas condigdes de centrifugagéo e o sedimento ressuspenso foi lisado com
tampao NET-100 (Tris-HCI 10mM pH 8.0, EDTA 100mM pH 8.0, NaCl 100mM)
e 10% de SDS. A esta solugéo foram acrescentados Proteinase K (100 pug/mL),
ficando incubado a 37°C por 12 h. Apds a incubagao, o lisado foi gentiimente
homogeneizado com auxilio de uma pipeta P1000 e foi acrescentado tampao
NET-100 com sacarose a 20%. A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15
min. O sobrenadante obtido foi removido cuidadosamente com uma pipeta e
novamente, adicionou-se tampédo NET-100 com sacarose a 20%, repetindo-se
a centrifugacéo. Apds a centrifugacgao, o pellet foi ressuspenso em 1000 pl de
agua Milli-Q. O DNA foi purificado com duas extra¢gdes com clorofane e uma
extracdo de clorofil, todas em volumes iguais. Finalmente, o DNA foi
precipitado com 2,5 v de etanol absoluto gelado e 1/10 v de acetato de sddio

3,0 M, pH 4.7. O DNA assim extraido, depois de lavado duas vezes com etanol
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a 70% gelado, foi secado a temperatura ambiente e ressuspenso em tampao
TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0). O kDNA foi guardado a -20°C

até o momento do uso.

5. Analise e quantificacdo do DNA extraido

A analise do DNA total em gel de agarose teve como objetivo avaliar a
qualidade das amostras sendo excluidas aquelas que mostravam degradagéo.
As amostras de DNA foram quantificadas pela espectrofotometria no aparelho
Nanovue (GE life science). A qualidade do DNA extraido foi testada através de
PCR utilizando primers para o gene da $-actina e a visualizagdo dos produtos
amplificados foi feita pela eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) 0,8%
corado com brometo de etidio 0,5 ug/ml, em tampéao TAE (Tris acetato 90 mM
pH 8,0; EDTA 25 mM).

6. Reacgao de polimerizacdo em cadeia (PCR)
6.1. Amplificacao de nDNA de T. cruzi

A amplificagdo do DNA nuclear (nDNA) de T. cruzi foi obtida com os
primers TcZ1/TcZ2 proposto por Moser e cols (1989). Estes iniciadores geram
uma banda de 188pb, que equivale a amplificacdo de uma sequéncia de 195
pb de DNA gendmico repetitivo do T. cruzi. Esses elementos repetitivos de 195
pb constituem aproximadamente 9% do DNA nuclear deste parasito (Virreira e
cols, 2003). A banda apresenta 7pb a menos, pois a parte da sequéncia
AATTTCG nas posicoes 189 a 195 foi excluida dos primers para reduzir o
potencial de um anelamento n&o especifico com regides ricas em A-T do DNA

de outros parasitos, insetos e mamiferos (Moser e cols, 1989).

* TcZ1: 5- CGA GCT CTT GCC CAC ACG GGT GCT -3’
* TcZ2: 5- CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC AGG -3’
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A amplificacdo de nDNA de T. cruzi com os primers TcZ1/ TcZ2 foi feita
em triplicata conforme padronizagdo: 200ng de DNA genbémico, tampao de
reac&o da Invitrogen 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI); 3 mM MgCls. 0,1
UM de cada primer; 0,2 mM dNTPs (illustra™ GE) e 2 U Taq DNA polimerase,
incluidos no volume final de 25 pL. As reacdes foram realizadas no
termociclador BIO-RAD MyCycler™ como segue:

*  95°C/5min; 30 ciclos de 95°C/30seg; 68°C/1min; 72°C/1min; 72°C/5min;

refrigeragao a 4°C.

6. 2. Amplificacao de kDNA de T. cruzi

A amplificacdo do DNA mitocondrial (kDNA) de T. cruzi foi obtida com os
primers S35/S36 (Sturm e cols, 1989). Estes primers geram uma banda de 330
pb, que equivale a duas extremidades de regides conservadas de kDNA e uma
regido variavel inteira entre estas (Figura 6A), o que corresponde a 25% do

DNA total do parasita.

* 835: 5- ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC -3
* 836: 5- GGT TCG ATT GGG GTT GGT G -3

A amplificagdo de kDNA de T. cruzi com os primers S35/S36, foi feita em
triplicata e a padronizagéao foi a seguinte: 200ng de DNA gendmico, tampéao de
reacao da Invitrogen 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI); 2 mM MgCl,. 0,2
UM de cada primer; 0,2 mM dNTPs (illustra™ GE) e 2 U Tag DNA polimerase,
incluidos no volume final de 25 pL. As reacdes foram realizadas no
termociclador BIO-RAD MyCycler™ como segue:

*  95°C/5min; 35 ciclos de 95°C/30seg; 62°C/1min; 72°C/1min; 72°C/5min;
refrigeragao a 4°C.
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6.3. Amplificacdo de kKDNA de L. braziliensis

Para amplificacdo do DNA mitocondrial (kDNA) da L. braziliensis foi
utilizado os primers B1/B2 proposto por deBruijn e Barker (1992). Ao anelar em
regides conservadas dos minicirculos, amplificam um fragmento de 750 pb
(Figura 5).

* B1: 5- GGG GTT GGT GTA ATATAG TGG -3’
* B2: 5-CTAATT GTG CAC GGG GAG G -3’

A amplificacdo de KDNA de L. braziliensis com os primers B1/B2, foram
feitas em triplicata e previamente padronizadas nas seguintes condi¢des: 200
ng de DNA gendmico, tampao de reacgao da Invitrogen 1X (20 mM Tris-HCI pH
8.4, 50 mM KCI); 2 mM MgCl,. 0,2 uM de cada primer; 0,2 mM dNTPs (iIIustraT'\’I
GE) e 2 U Taq DNA polimerase, incluidos no volume final de 25 uL. As reagdes
foram realizadas no termociclador BIO-RAD MyCycler™ como segue:

* 95°C/5min; 30 ciclos de 95°C/30seg; 62°C/1min; 72°C/1min; 72°C/5min;

refrigeragao a 4°C.

Em todas as reagdes, foram incluidos dois controles negativos e positivos,
que consistiam em DNA de individuos n&o infectados, DNA de individuo
infectado, 100 pg de DNA de T. cruzi e DNA purificado de cultura de L.

braziliensis.

Figura 5: Estrutura do minicirculo de KDNA de Leishmania braziliensis. Em destaque,
regides dos primers fitas sense e anti-sense.
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7. Amplificacéo das regides flanqueadoras do kDNA de T. cruzi integrado no
genoma humano

A inovagéo da técnica targeting primer Thermal Asymmetric Interlaced-
PCR (tpTAIL-PCR) foi empregada para mapear mutagbes de kDNA nos
genoma de chagasicos. A modificagdo da técnica (Hecht e cols, 2010; Teixeira
e cols, 2011b) inicialmente descrita por Liu e Whittier (1995), consiste numa
combinacdo de primers especificos para as sequéncias de minicirculos de
KDNA de T. cruzi, com os primers obtidos de sequéncias de LINE-1 humano
(Figura 6B e Tabela 2). As reagdes alternam ciclos de alta estringéncia com
ciclos de baixa estringéncia. Dessa forma, enquanto as altas temperaturas
favorecem o anelamento apenas dos primers especificos, as baixas

temperaturas permitem o anelamento de ambos.

A
Regiao variavel
(~238 pb)
gRNAN
Minicirculo de kDMNA Regis d
de Trypanosoma cruzi tz2py o
(1,4 kb)
"CsB3 CSB2 csB1'
s34 S35 S67as
— —_— —
-— -— -——
S36 Sasas S67
B
L1141 L13
% e
— - —
-« «—
L18 L1& L1

Figura 6: Esquema mostrando as regides de obtencdo dos primers utilizados na
ipTAIL-PCR. A) Estrutura do minicirculo de KDNA com quatro regides conservadas
(azul escuro) separadas por regides variaveis (azul claro). As setas mostram os
primers obtidos das fitas sense e anti-sense. B) Elemento LINE-1: sequéncias
conservadas de L1 de humano possibilitam a construgdo de primers para as regides
5-UTR, 3'UTR e ORF2.
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Tabela 2: Primers utilizados nas reacgdes de tpTAIL-PCR

Primers DNA molde Sequéncia (5°— 3)

S34 kDNA 5’- ACA CCA ACC CCAATC GAACC-3

S67 kDNA 5-GGT TTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)(T/G)TC-3’
S35 kDNA 5'- ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC -3
S36 kDNA 5- GGT TCG ATT GGG GTT GGT G-3

S35 reverso kDNA 5-GCA TCT CMC CCG TAC ATT AT -3

S67 reverso kDNA 5’- GAM (G/C)(G/C)C CCC TCC CAAAACC- 3
L1-1 LINE 5-CTC CGG TCT ACA GTC CCC A-3

L1-2 LINE 5’- CTC CCA AGA CTA AAC CAG GA- 3

L1-3 LINE 5-ATC ACACTC TGG GGACTG TG- 3’

L1-4 LINE 5’- CAC AGT CCC CAG AGT GTG AT-3

L1-5 LINE 5-TCCTGG TTT AGT CTT GGG AG- 3

L1-6 LINE 5-TGG GAG CTG TAG ACC GGA G- &

As reacgdes tpTAIL-PCR foram realizadas com o kit da Invitrogen, como
segue: pelo primeiro ciclo de amplificacdo conduzido com 200 ng de DNA
gendmico, tampao de reacédo 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI); 2,5 mM
MgCl,. 0,2 uM do primer (S34/S67); 0,2 mM dNTPs (iIIustraT'\’I GE); 2 U Taq
Platinum e 0,04 yM de cada um dos primers de L1 (Tabela 2).

Um segundo ciclo de amplificagdes foi obtido a partir da diluigao (1:40) da
ipTAIL-PCR1, em uma reagao contendo tampéao de reagcédo 1X (20 mM Tris-HCI
pH 8.4, 50 mM KCI); 2,5 mM MgCl,. 0,2 uM do primer (S35/35R); 0,2 mM
dNTPs (illustra™ GE); 2 U Taq Platinum, mantendo a mesma concentracdo dos
primers de L1 utilizados na primeira amplificagao.

As amplificagdes resultantes da tpTAIL-PCR2 foram diluidos (1:10) e 2 uL
das diluicbes serviram de placas moldes para {pTAIL-PCR3, em uma reagao
contendo tampao de reagao 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI); 2,5 mM
MgCl,. 0,2 uM do primer (67R/S36); 0,2 mM dNTPs (illustra™ GE); 2 U Taq
Platinum e 0,04 uM dos primers de L1. Os trés ciclos foram realizados no

termociclador BIO-RAD MyCycler™ como segue:
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1* amplificagao:

895°C/5min
95°C/30seq
5 ciclos B4°CHMmin
T2°C 2min
94°C/30seq
1 ciclo 25°C12min 2" amplificagao:
T2°C/12min 85°C/5min
/~ 94°C/30seq ¢ 94°Ci30seg
G4°CHmin G4°C/1min
72°CI12min T2 2min
12 ciclos | 94°C/30seg 12 ciclos | 24°C/30seqg
.< B4 CHmin < B4°C/Mmin 3° amplificagéo:
T2°C/12min 725 CI2min 895°C/3min
84°Ci30seq 94°C/30seqg 84°Ci30seqg
445CH min 45°CHMmin - 20 ciclos 4 453°C{1min
. 72°C/2min W 72°C/12min 72°Ci2min
T2°CTmin F2°CTmin T2°C T min
45C 4°C 4°C

8. Analise eletroforética dos produtos de PCR

Os produtos das amplificagcdes foram submetidos a corrida eletroforética
em gel de agarose (Invitrogen), a 1% corado com brometo de etidio 0,5 ug/ml,
submerso em tampao TAE 1X. A migracao do DNA foi visualizada mediante a

exposicao do gel a radiagao ultravioleta (Sambrook e cols, 1989).

9. Southern Blot dos produtos de PCR

Apods separagao por eletroforese, os amplicons presentes no gel foram
transferidos por capilaridade para a membrana de nylon carregada
positivamente (Hybond™-N* Amersham GE Healthcare), pelo método de
transferéncia alcalina (Sambrook e Russel, 2001). Resumidamente, o gel
submetido a uma solugéo alcalina (NaOH 0,4 M) por 20 min, sob agitacao,
desnatura as fitas de DNA. A transferéncia ocorre quando a membrana de
nylon positivamente carregada entra em contato com o gel e utiliza a mesma
solugcdo alcalina para a capilaridade. Apds “overnight” de transferéncia, a
membrana foi secada a temperatura ambiente e hibridizada com sondas

radioativas especificas.
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10. Southern blot de DNA genémico

Amostras de DNA dos individuos da progénie F, (Familia D), foram
analisadas por Southern blot para a demonstracdo do perfil de integragao do
KDNA no genoma humano. A enzima de restricdo EcoRI (Invitrogem), foi
utilizada no processo de digestdo enzimatica do DNA genémico. Esta enzima
possui a capacidade de clivar o kDNA em um unico sitio, gerando uma banda
linearizada de aproximadamente 1,4 kb. Neste experimento foram utilizados 50
ug de DNA gendmico, 3 U de enzima por micrograma de DNA e 1/10 v de
tampéao 10X especifico para esta enzima. A digestdo procedeu no banho-maria
a 37°C por 12 h. O produto da digestdo em 300 uL foi precipitado com 3 v de
etanol absoluto gelado e 1/10 v de acetato de sédio 3M, pH 4,7, e deixado a -
80°C por 2 h. Apods centrifugagao a 14.000 rpm por 45 min, o pellet obtido foi
lavado duas vezes com etanol a 70% gelado, foi secado e ressuspenso em 30
uL com agua Milli-Q.

Apods confirmagao da digestdo, o DNA foi separado por eletroforese em
gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio 0,5 pug/ml, em tampéo
TAE 1X. Apés corrida por ~10 h (48 Volts) na camara fria “overnight’, o gel foi
submetido a uma solugédo de depurinagdo do DNA (HCI 0,125 M) por 10 min,
seguido por duas lavagens de 5 min com agua Milli-Ro, sob agitagdo. Para
desnaturar o DNA, o gel foi submetido a uma solugdo de desnaturagéo (NaOH
0,5 M, NaCl 1,5 M) por 30 min, sob agitagdo. A transferéncia do DNA para a
membrana de nylon carregada positivamente, foi idéntica a realizada com os
produtos de PCR, porém utilizando a solu¢ao de desnaturacdo (NaOH 0,5 M,
NaCl 1,5 M). A transferéncia foi deixada pelo periodo de 24 h.

11. Marcacéao de sondas radioativas e hibridizacao

O kit Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen) foi utilizado para
marcar radioativamente fragmentos de DNA obtidos com a amplificagdo do
NDNA do T. cruzi ou para marcar o KDNA deste parasito. De forma semelhante,
foi utilizado para a marcagcao dos produtos amplificados pelos primers de L.
braziliensis, o fragmento de kDNA especifico obtido pela amplificacdo com os
primers B1/B2. Essa técnica consiste em inserir um dATP radiomarcado [o-
%2P] na seqiiéncia da fita de DNA molde, sintetizada pela enzima Klenow, que

apresenta atividade de polimerase, na presenca de primers randdémicos
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(hexaméricos) que se ligam aleatoriamente na seqliéncia desejada iniciando a
reacao de polimerizacdo. A reacao foi feita conforme instrugcdes do fabricante:
30 ng de DNA (volume final de 25 ulL) foram desnaturados a 100°C, por 10 min,
e imediatamente incubado em gelo. Em outro eppendorf, adicionaram-se 2 uL
de dCTP, 2 uL de dGTP e 2 uL de dTTP (0,5 mM); 15 uL de tampao Random
Primer, 5 pL de [a-*?P] dATP (3000 uCi) e 1 uL da enzima Klenow (5U). Apos
incubacdo de 3 h a temperatura ambiente, a reagao foi interrompida com a

adicao de 5 ulL do tampéao de parada.

11.1. Purificagdo das sondas radioativas

Apds a marcacao, as sondas radiomarcadas foram purificadas em coluna
Sephadex G-50 e la de vidro, por centrifugagcdo por 2 min, a 2000 rpm
(Sambrook e cols, 1989), com a finalidade de remover os nucleotideos
radioativos livres ndo incorporados. Recolheu-se o DNA radioativo que passou
pela coluna e o radioisétopo livre ficou retido nas malhas do Sephadex. A
sonda foi entdo desnaturada a 100°C por 10 min, antes de ser adicionada a

solucao de hibridizagao.

12. Pré-hibridagao e hibridacao

As membranas contendo o DNA transferido foram bloqueadas por no
minimo 3h, a 65°C, com solugédo de pré- hidridizagdo (PEG 800 10%, SSPE
1,5%, SDS 7% e 100 ug/mL de DNA de salm&o- Promega). Apos este periodo,
as sondas radiomarcadas foram desnaturadas (100°C por 10 min) e
adicionadas a solucao de pré-hibridizagdo. O processo de hibridizacdo ocorria
“overnight’ a 65°C. Apds este periodo, as sondas foram guardadas (-20°C) e a
remog¢ao da sonda nao ligada a membrana, foi feita pela lavagem com graus
crescentes de estringéncia. Para isso, foram feitas duas lavagens por 15 min a
65°C com solugéo de SSC 2X/ 0,1% SDS e SSC 0,1X/ 0,1% SDS (Sambrook e
cols, 1989). Todas estas etapas foram realizadas com a membrana dentro de
um cilindro de vidro em constante movimento circulatério dentro de um forno de
hibridizacdo. As membranas umidas foram revestidas em filme plastico de PVC
e expostas em um cassete com filmes (KODAK T-MAT) sensivel a raios-X a -

80°C. Em algumas ocasides, as membranas foram dehibridadas, com trés
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sucessivas lavagens com agua Milli-Q por 15 min a 65°C, envolvidas em filme

plastico de PVC e guardadas -20°C até o momento da nova hibridizagao.

13. Radioautografia

As revelagbes das peliculas radioautograficas foram realizadas em
camara escura por imersao do filme em solucéo reveladora Kodak por 1 mim,
parando a reagdo com agua e fixando os filmes por imersdo em solugéo
fixadora por 5 mim. Em seguida, os filmes foram lavados extensivamente em

agua corrente e secados a temperatura ambiente.

14. Clonagem e transformacgao em E. coli competente
14.1. Ligacao do inserto ao vetor

Os produtos da terceira reagcdao da (pTAIL-PCR, com sinais de
hibridizagdo mais intensos com sonda de kDNA, foram selecionadas para
clonagem. De cada individuo foram escolhidos dois produtos amplificados para
a ligacao do inserto ao vetor. A ligagéao do inserto ao vetor, foi feita em pGEM
T-easy (Promega) pela acado da T4 ligase a 4°C por 12 h. Resumidamente,
esse vetor comercial caracteriza-se pela presenca de uma timina em ambas as
extremidades 3’. Assim, a ligacdo dos produtos se faz possivel, pois a Taq
polimerase utilizada, adiciona uma adenina na extremidade 3’ permitindo o

pareamento.

14.2. Preparo de células competentes
Escherichia coli competente da linhagem XL10-Gold (Stratagene), tratada
com cloreto de rubidio foi utilizada para transformagao pelo método de choque

térmico (Protocols and Applications Guide, Third Edition, 1996).
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14.3. Transformagao dos produtos da ligagdo em células E. coli competentes

A técnica de transformagéo seguiu o protocolo de Sambrook e cols (1989)
com modificagdes. No geral, 3 yL do produto de cada reagdo de ligacéo foi
adicionado a um eppendorf contendo 100 uL de células E. coli competentes,
que tinham sido previamente retiradas do -80°C e descongeladas imersas em
gelo. As reagbes foram mantidas em gelo por 30 min, seguida do choque
térmico a 42°C por 2 min, e imediatamente recolocadas no gelo por 5 min. Para
crescer as bactérias, 1 mL de meio LB liquido foi adicionado ao eppendorf e em
seguida, foram incubadas a 37°C (250 rpm) por 1 h e 30 min. Apds
sedimentagdo por centrifugagdo (2 min a 14.000 rpm), as bactérias foram
plagueadas com o auxilio de uma al¢ga de Drigalsky, em placas de petri
contendo 25 mL de meio LB Agar, suplementado com 100 ug/mL de ampicilina
(Comercial) e 40 ug/mL de X-Gal (Thermo Scientific). Para a selecdo dos

transformantes, as placas foram incubadas a 37°C “overnight”.

14.4. Selegao dos clones recombinantes de E. coli

A selecdo dos recombinantes se deu pela observagdo de colbnias
brancas resistentes a ampicilina. As colénias brancas sdo formadas quando o
inserto € adicionado ao plasmideo, havendo, assim, o rompimento do gene da
[-galactosidase que, consequentemente, se torna incapaz de processar o
substrato X-Gal. Quando o inserto ndo se insere, 0 gene da f-galactosidase
codifica a enzima que age sobre X-Gal, formando a coloragdo azul das
colonias. Além disso, o vetor pGEM T-Easy também possui o gene de
resisténcia a ampicilina, o que garante que apenas as bactérias transformantes
consigam crescer em meio contendo este antibiotico. As coldnias brancas
foram transferidas para crescimento sobre uma membrana de nylon carregada
positivamente, e posteriormente tratadas para hibridizagdo com sonda de
kDNA. A selecao dos recombinantes foi feito com sinais de hibridizacdo mais

intensos com sonda de kDNA (Sambrook e Russel, 2001).
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14.5. Extracdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido com uso do kit illustra™ plasmidPrep Mini
Spin Kit (Healthcare) para analise dos insertos. Para liberacdo do inserto,
utilizou-se a enzima de restricdo EcoRI (Invitrogen), por 12 h a 37°C, seguindo
o protocolo do fabricante. Insertos com tamanhos variados e com fortes sinais
de hibridizagdo foram enviados para sequenciamento comercial na Genomic

Engenharia Molecular Ltda (S&o Paulo).

15. Anadlise das sequéncias

A anadlise das sequéncias obtidas foi realizada pelo algoritmo BLASTnN
disponivel no site do National Center for Biotecnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com posterior busca para a identificacédo de
genes. Para a identificacdo e mapeamentos de repeats presentes nas
sequéncias, fez-se o uso do repeat masker Censor-GIRI
(http://www.girinst.org). A presenca de ORF’s quimeras hipotéticas foi
verificada com o programa UGENE 1.11.1. Alinhamentos usando Geneious
4.8.2 definiram a similaridade dos clones. Os valores utilizados nesse trabalho

foram o de maxima identidade, similaridade e E-value.
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4. RESULTADOS

4.1. Aspectos epidemioldgicos

Em 2007 e em 2009 ocorreram microepidemias de infecgbes agudas pelo
T. cruzi em alguns municipios do Estado do Para. As infecgbes agudas
ocorriam em individuos da mesma familia, e este padrao epidemioldgico se
repetia em episoédios sazonais. Neste estudo foram identificadas trés familias
(A, B e C) no municipio Barcarena e uma em Breves (D) com casos de
infeccbes agudas diagnosticadas como DCA. Do total de 109 individuos das
quatro familias, 26,6% (29/109) tinham sintomas clinicos sugestivos de DCA.
Destes, 58,7% (17/29) eram do sexo feminino (variagcao etaria de 2 a 73 e
média de 28,9 anos) e 41,3% (12/29) do sexo masculino (variagéo etaria de 6 a
71 anos e média de 21,9 anos). Os grupos etarios foram assim distribuidos:
10,3% (3/29) entre 0-7 anos; 24,1% (7/29) entre 8-12; 17,2% (5/29) entre 13-
18; 27,5% (8/29) entre 19-35; 6,8% (2/29) entre 36-59; e, 13,7% (4/29) acima

de 60 anos. A distribuicdo de idade e género esta na Figura 7.
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Figura 7: Distribuicdo da populagcdo de individuos nas quatro familias do estudo de
acordo com idade e género.
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4.2. Testes imunoldgicos para detecgdo de anticorpos contra antigenos de
Trypanosoma cruzi

Os resultados dos testes imunolégicos para diagnostico de infecgdes pelo
T. cruzi estdo apresentados na Tabela 3. Nas familias A, B, e C, 17% (15/88)
dos individuos foram notificados em 2007. Na familia D, 66,6% (14/21) dos
individuos foram notificados em 2009 e tiveram resultados positivos nos testes
para identificacdo de anticorpos contra antigenos de T. cruzi. Os testes
imunoldgicos de IFI e/ou ELISA mostraram que 35,7% (39/109) dos individuos

tinham anticorpos da classe IgG para infecgéo pelo T. cruzi.

Tabela 3: Resultados dos testes imunoldgicos (IFI e/ou ELISA) para detecgéo
de infecgdes contra antigenos de Trypanosoma cruzi nas familias estudadas.

Familias Casos Positivos (%) *
A 29,5% (13/44)
B 26,6% (4/15)
C 20,6% (6/29)
D 76,1% (16/21)
Total 35,7% (39/109)

* Numeros em paréntesis representam casos positivos / total de individuos.

A Figura 8 mostra que 74,3% (29/39) dos casos tiveram exames positivos
concordantes pelos testes de IFl e ELISA, outros 17,9% (7/39) foram positivos
apenas pelo ELISA, e 7,6% (3/39) tiveram resultados positivos somente pelo
teste IFl. Neste estudo, o teste de IFI foi considerado positivo quando houve
reacao na diluicdo do soro = 1:40. Alguns casos foram fortemente positivos até
na diluicdo 1:640. Os indices de positividade para o teste ELISA alcangaram
76,1%, 25%, 20,6% e 20%, respectivamente, nas familias D, A, C e B. A Figura
8 resume a distribuicdo dos resultados positivos dos testes IFI e/ou ELISA para

detecgao de anticorpos anti-T. cruzi nos 109 individuos das quatro familias.
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Figura 8: Testes imunoldgicos IFI e/ou ELISA positivos para infecgcbes pelo

Trypanosoma cruzi na populagao do estudo.

Na familia A, 29,5% (13/44) dos individuos testados tinham anticorpos da
classe IgG contra T. cruzi. Entretanto, apenas 53,8% (7/13) desses casos eram
positivos concordantes por ELISA e IFl. Resultados soroldégicos dissociados
foram obtidos pelo ELISA em 30,7% (4/13), enquanto 15,3% (2/13) foram
positivos apenas pelo exame IFl que detectou anticorpos IgG contra antigenos
de T. cruzi. Todos os individuos da Familia A foram negativos para anticorpos
da classe IgM anti-T. cruzi pelo teste IFI.

Na familia B, 26,6% (4/15) dos individuos testados tinham anticorpos da
classe IgG contra T. cruzi. Entretanto, apenas dois casos foram positivos
concordantes nos testes ELISA e IFI (50%). Mais dois casos foram positivos,
independentemente, pelos testes ELISA (25%) ou IFI (25%) que detectaram
anticorpos IgG contra antigenos de T. cruzi. Em todos esses casos os testes
IFl para anticorpos IgM anti-T. cruzi foram negativos.

Na familia C, 20,6% (6/29) dos individuos testados tinham anticorpos da
classe IgG contra T. cruzi. Os testes imunolégicos ELISA e IFI foram
concordantes positivos em 66,6% (4/6) desses casos. Os 2 casos restantes
(33,3%) foram positivos apenas pelo teste ELISA. Todos esses casos foram

negativos para anticorpos IgM contra antigenos de T. cruzi pelo teste IFI.
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Na familia D, 76,1% (16/21) dos individuos testados tinham anticorpos da
classe IgG contra T. cruzi. Os testes imunologicos ELISA e IFI foram
concordantes positivos em todos os casos. Desses, 87,5% (14/16) tiveram

testes IFI positivos para anticorpos IgM contra antigenos de T. cruzi.

4.3. Diagndstico molecular das infec¢gdes causadas pelo Trypanosoma cruzi
Dos 109 individuos submetidos a detec¢cao do nDNA do T. cruzi, 76,1%
(83/109) formaram amplicons com os primers TcZ1/TcZ2. Este resultado
contrasta marcadamente com aqueles obtidos com os testes imunolégicos que
detectaram anticorpos contra T. cruzi em 35,7% (39/109) dos casos nas quatro
familias do estudo (Figura 9). Os resultados revelam que 53% (44/83) dos

casos nao foram reconhecidos pelos anticorpos contra os antigenos de T.
cruzi.
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Figura 9: Resultados positivos dos testes PCR para nDNA e IFI e/ou ELISA para
deteccao de infecgbes pelo Trypanosoma cruzi.

Em 92,6% (101/109) dos individuos foram detectadas bandas de tamanho
esperado utilizando os primers S35/S36 de kDNA de T. cruzi. Os resultados de

PCR com primers de nDNA e kDNA de T. cruzi estdo sumariados na Tabela 4.
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Tabela 4: Diagnéstico molecular das Infecgdes pelo T. cruzi com primers de
NDNA e kDNA em 109 individuos das quatro familias em estudo.

Familias nDNA positivo* kDNA positivo*
A 77,2% (34/44) 84% (37/44)
B 100% (15/15) 100% (15/15)
C 75,8% (22/29) 96,5% (28/29)
D 57,1% (12/21) 100% (21/21)

Total 76,1% (83/109) 92,6% (101/109)

* Numero de amostras amplificadas pelos primers especificos/Numero total de individuos.

Na familia A, 29,5% (13/44) dos individuos tinham anticorpos especificos
da infecgdo chagasica. Entretanto, o teste de PCR com primers especificos
para nDNA e para kDNA T. cruzi foi positivo em 77,2% (34/44) desses casos.
Interessantemente, 67,6% (23/34) dos casos que tiveram PCR positiva para
NDNA e kDNA nao tinham anticorpos contra antigenos de T. cruzi. A PCR com
primers de kDNA foi positiva em 84% (37/44) dos individuos. Em 8,1%, (3/37)
dos casos foram positivos apenas para o kDNA do parasito. A Figura 10 mostra

os resultados dos testes imunolégicos e de PCR com primers especificos de
NDNA e kDNA de T. cruzi da familia A.

80
70 +

50 7
a0 1 -
30 17
10 1
0+ . .

Fositiviclacde (%)

b zz
p

1
Anticorpo nDNA e kDMNA Somente
anti-T. cruzi kDMA

Figura 10: Resultados dos testes IFl e/ou ELISA e PCR com primers de nDNA e kDNA
indicativos de infecgbes pelo Trypanosoma cruzi na familia A.
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Na familia B, anticorpo IgG contra T. cruzi foi demonstrado em 26,6%
(4/15) dos casos, porém, o teste de PCR mostrou nDNA e kDNA do parasito
em todas as 15 pessoas. De interesse, 73,3% (11/15) dos individuos nao
tinham anticorpos IgG contra antigenos de T. cruzi, mas tinham nDNA e kDNA.
A Figura 11 mostra os resultados dos testes imunolégicos e de PCR com

primers especificos de nDNA e kDNA de T. cruzi da familia B.
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Figura 11: Resultados dos testes IFl e/ou ELISA e PCR com primers de nDNA e kDNA
indicativos de infecgbes pelo Trypanosoma cruzi na familia B.

Na familia C, 20,6% (6/29) dos individuos tinham anticorpos contra T.
cruzi, mas a PCR mostrou nDNA e kDNA do parasito em 75,8% (22/29) dos
casos. De interesse, 77,2% (17/22) dos casos que tiveram PCR positiva para
NDNA e kDNA n&o tinham anticorpo sérico contra antigeno de T. cruzi. A PCR
com primers de kDNA foi positiva em 96,5% (28/29) dos individuos. Em 21,4%,
(6/28) dos casos foram positivos apenas para kDNA. Interessantemente, uma
pessoa com PCR negativa para nDNA, mas positiva para kDNA, tinham
anticorpos contra antigeno de T. cruzi. Em resumo, apenas uma pessoa dessa
familia teve todos os testes negativos para o parasito. A Figura 12 mostra os

resultados dos testes imunologicos e de PCR com primers especificos de
NDNA e KDNA de T. cruzi da familia C.
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Figura 12: Resultados dos testes IFl e/ou ELISA e PCR com primers de nDNA e kDNA
indicativos de infecgbes pelo Trypanosoma cruzi na familia C.

Na familia D, 76,1% (16/21) dos individuos tinham anticorpos contra
antigenos de T. cruzi, mas o teste de PCR revelou resultados combinados
positivos de nDNA e kDNA do parasito em apenas 57,1% (12/21) dos casos. A
PCR com primers de kDNA foi positiva em 100% (21/21) dos individuos. Em
42,8%, (9/21) dos casos foram positivos apenas para kDNA. De Interesse,
cinco pessoas com PCR negativa para nDNA, mas positivas para kDNA,
tinham anticorpos contra antigeno de T. cruzi. A Figura 13 mostra os resultados

dos testes imunoldgicos e de PCR com primers especificos de nDNA e kDNA
de T. cruzi da familia D.
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Figura 13: Resultados dos testes IFI e/ou ELISA e PCR com primers de nDNA e KDNA
indicativos de infecgbes pelo Trypanosoma cruzi na familia D.
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Os resultados dos testes PCR com primers TcZ1/2 indicam que 76,1%
(83/109) dos individuos das quatro familias do estudo com nDNA positivo tém a
infeccdo ativa pelo T. cruzi. Adicionalmente, 16,5% (18/109) tinham apenas o
kDNA retido no genoma, e 7,3% (8/109) dos individuos foram negativos nesses
testes e, portanto, ndo tinham tido experiéncia prévia com o parasito. Esses

resultados estéo resumidos na Figura 14.
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Figura 14: Diagnéstico pela PCR com primers de nDNA e kDNA de Trypanosoma cruzi
em 109 pessoas de quatro familias do Estado do Para, Brasil.

No conjunto os testes que identificaram anticorpos anti-T. cruzi e
marcadores genéticos de nDNA e kDNA do parasito mostram que mais da
metade (53%) dos 83 casos positivos pela PCR para nDNA nao tinham
anticorpos. Apenas 39 casos (35,7%) tinham anticorpos especificos contra o T.
cruzi. De grande interesse, todos os casos nDNA+ também tinham kDNA+.
Porém, 18 casos (16,5%) tinham apenas o kDNA retido no genoma.

Os resultados sumariados na Figura 15 sugerem que as pessoas podem
ter a infecgao ativa sem suscitar producéo de anticorpos contra antigenos do T.
cruzi. A explicacdo para este achado pode ser encontrada no capitulo da
tolerancia imunoldgica. Por outro lado, a presenga exclusiva do kDNA significa
que sequéncias de minicirculos no genoma de parentais sdo transferidas para
as progénies pela reproducao sexuada (Nitz e cols, 2004; Hecht e cols, 2010;

Teixeira e cols, 2011b).
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Figura 15: Freqiéncia de casos com anticorpos e/ou marcadores genéticos de nDNA e
kDNA de Trypanosoma cruzi na amostragem do estudo.

4.4. Diagnostico diferencial das infecgdes mistas causadas por Trypanosoma
cruzi e Leishmania sp

O diagnodstico diferencial entre as infecgdes por protozoarios
cinetoplastidas é particularmente importante porque as medidas de vigilancia e
as monitoragdes sobre morbidade e mortalidade dessas infecgcbes requerem
manejos especificos. Neste estudo, as discrepancias entre resultados de testes
imunoldgicos e PCR para diagnéstico de infecgbes pelo T. cruzi sugeriram
infecgbes mistas (Leishmania sp. e T. cruzi) ou reagdes inespecificas
(cruzadas) contra antigenos indeterminados (Vexenat, 1993). Para esclarecer
tais discrepancias, as 109 amostras de soro e de DNA foram investigadas
pelos testes IFI (IgG e IgM) e ELISA (IgG) para identificacédo de antigenos de
Leishmania braziliensis, e PCR com primers de minicirculos de kDNA de L.

braziliensis.
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4.5. Testes imunoldgicos para detecgdo de anticorpos contra antigenos de
Leishmania braziliensis

Os resultados dos testes imunologicos de L. braziliensis mostraram que
46,7% (51/109) dos casos apresentavam anticorpos contra antigenos de L.
braziliensis. Os resultados imunolégicos identificaram anticorpos da classe IgG
em 45,4%, 40%, 41,3% e 61,9% dos individuos das familias A, B, C e D,
respectivamente. Os resultados dos testes imunolégicos (IFI e/ou ELISA)

contra antigenos de L. braziliensis estdo sumariados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados dos testes imunolégicos (IFI e/ou ELISA) para deteccao
de infec¢cdes contra antigenos de Leishmania braziliensis nas familias
estudadas.

Familias Individuos Positivos (%) *
A 45,4% (20/44)
B 40% (6/15)
C 41,3% (12/29)
D 61,9% (13/21)
Total 46,7% (51/109)

*

Numero de amostras positivas/ Numero de individuos.

A Tabela 5 mostra 46,7% (51/109) individuos positivos pelos testes IFl e
ELISA (lgG) para L. braziliensis. Desses, 19,6% (10/51) tiveram resultados
concordantes pelos os testes IFI e ELISA, 72,5% (37/51) foram positivos pelo
ELISA, e 7,8% (4/51) foram positivos pelo teste de IFl. O resultado de IFl era
considerado positivo na diluigdo = 1:40. Todos as pessoas foram negativas no
teste IFI IgM anti-L. braziliensis. Os indices de positividade para o ELISA
alcangaram 47,6%, 45,4%, 40%, e 37,9%, respectivamente, nas familias D, A,
B e C. A Figura 16 mostra a frequéncia de resultados positivos para os testes

IFl e/ou ELISA contra antigenos de L. braziliensis.
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Figura 16: ldentificagdo de anticorpos contra antigenos de L. braziliensis pelos testes
IFl e/ou ELISA nas quatro familias do estudo.

Os testes imunolégicos sugeriram que 28,4% (31/109) dos casos tinham
infecgcoes mistas, pois apresentavam anticorpos que reconheceram ambos 0s
antigenos, de T. cruzi e L. braziliensis. Destes, 74,1% (23/31) tiveram
resultados concordantes pelo ELISA e IFI, 16,1% (5/31) foram positivos pelo
ELISA e 9,6% (3/31) tiveram resultados positivos apenas pelo IFI. Em, 18,3%
(20/109) das pessoas tinham apenas a infecgao pela L. braziliensis. Por outro
lado, os testes mostraram 7,3% (8/109) dos casos positivos para T. cruzi eram
negativos para L. braziliensis. As demais pessoas da amostragem 45,8%,
(50/109) nao apresentaram anticorpos especificos para o T. cruzi e L.

braziliensis. Esses resultados estao representados na Figura 17.
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Figura 17: Evidéncia de infecgbes mistas: Identificacdo de anticorpos contra antigenos
de T. cruzi e de L. braziliensis pelos testes IFI e/ou ELISA na populagdo do estudo.
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4.6. Diagnostico molecular das infecgbées causadas por Leishmania braziliensis

As 109 amostras foram submetidas a PCR com primers de kDNA de L.
braziliensis para a confirmagdo do diagnostico imunoldgico das infecgdes
causadas por L. braziliensis. Os testes moleculares revelaram que 83,4%
(91/109) tiveram o kKDNA de L. braziliensis amplificado pelos primers B1/B2.
Este resultado tem significado diante do achado de anticorpos contra os
antigenos de L. braziliensis em apenas 46,7% (51/109) dos individuos nas

quatro familias do estudo (Figura 18).

100 7

Positividade (%)

kDMA L. Anticorpoanti-
braziliensis L. braziliensis

Figura 18: Comparacao entre os resultados moleculares e imunologicos para a
identificacao das infecgbes causadas por L. braziliensis.

Os resultados obtidos no diagnostico molecular com primers de KDNA de

L. braziliensis estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Frequéncia das infecgbes diagnosticadas pela PCR com primers de
minicirculo de kDNA de L. braziliensis em 109 individuos das quatro familias.

Familias kDNA L. braziliensis positivo*
A 81,8% (36/44)
B 73,3% (11/15)
C 86,2% (25/29)
D 90,4% (19/21)
Total 83,4% (91/109)

* Numero de amostras amplificadas pelos primers especificos/ Numero total de

individuos.
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Os resultados obtidos no diagndstico molecular com primers de nDNA e
kDNA de T. cruzi (Tabela 4) foram comparados com os dados de diagndstico
molecular com primers de kDNA de L. braziliensis (Tabela 6). Com isso, as
infeccbes pelo T. cruzi foram identificadas em 76,1% das pessoas, enquanto
que a L. braziliensis estava presente em 83,4% dessa coorte. Esses dados
mostram que a maioria das 76,1% pessoas portadoras nDNA de T. cruzi
também eram positivas para kKDNA de L. braziliensis. As analises dos
resultados indicam que 100% das pessoas da familia B tinham a infec¢ao pelo
T. cruzi, mas apenas 73,3% dessa mesma familia eram infectadas por L.
braziliensis. Além disso, 57,1% das pessoas da familia D tinham a infecgao
pelo T. cruzi, enquanto que 90,4% dessa mesma familia eram infectados com
L. braziliensis. As infecgbes mistas também tiveram distribuicdo semelhante
nas familias A e C. Brevemente, esses resultados mostram infecgdes mistas na
grande maioria das pessoas na populacao estudada, porém, sem manifestacao

clinica de doenca ativa.

4.7. Validagao dos resultados de PCR com primers de nDNA e kDNA pela
demonstracado do Trypanosoma cruzi no sangue dos pacientes

Para validacdo dos resultados dos testes moleculares, os 29 individuos
das quatro familias, com manifestagdes clinicas de infecgdo aguda, foram
submetidos a diferentes métodos parasitolégicos (Tabela 7). Esses exames
foram feitos no IEC/PA no més do inicio das manifestagdes clinicas sugestivas
de infeccdo aguda pelo T. cruzi. Os resultados revelaram que 72,4% (21/29)
dos individuos, tiveram o diagndstico de DCA confirmado pela demonstragéo
direta do T. cruzi no sangue, e/ou isolado pelo xenodiagnostico e/ou pela
hemocultura (Tabela 7). Entretanto, outras tentativas de cultivar o T. cruzi no
sangue das 109 pessoas, 2 e 5 anos apos o diagnostico de DCA, deram
resultados negativos. O resultado negativo das hemoculturas repetidas em
duas ocasides confirma que as infec¢des cronicas pelo T. cruzi tornam-se
cripticas e inacessiveis aos métodos parasitoldgicos de diagnostico. Os
resultados obtidos pelos exames parasitologicos em 21 casos com diagnostico

para a DCA estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Resultados dos exames parasitologicos em 21 casos diagnosticados
com infeccédo aguda pelo Trypanosoma cruzi.

Familias Gota espessa/QBC Xeno Hemocultura
A 4/8 2/8 8/8
B 3/3 1/3 2/3
C 0/4 0/4 2/4
D 5/14 7114 7/14
Total 41,3% (12/29) * 34,4% (10/29) * 65,5% (19/29) *

*

Numero de amostras positivas/ Numero de individuos.

De grande interesse, em todos os casos com exame parasitolégico
positivo o teste PCR com primers TcZ1/2 amplificou a seqiéncia de 188 bp da
regiao de DNA repetitivo do nucleo do protozoario. Diante do conjunto de
exames efetuados, os resultados obtidos foram distribuidos pelas pessoas de

cada familia, conforme mostram os heredogramas.

4.8. Resultados dos exames de PCR com primers especificos de nDNA e
kKDNA nas quatro familias do estudo

A Figura 19 resume os resultados obtidos nos testes de amplificagdo do
NDNA e do kDNA do T. cruzi nas familias A a D. Note que na familia A, apenas
os casos 125, 126, 127, 130, 136, 139, e 140 tiveram exame negativo para
kKDNA. Na familia B, todos os casos tém o kDNA retido no genoma. Na familia
C, apenas o caso 119 néao tinha kDNA no genoma. E na familia D, todos os
casos tinham o kDNA retido no genoma.

A Figura 19 também mostra que na familia B, todos os casos sao
positivos para o nDNA. Na familia A, os casos 124 e 138 tinham auséncia de
NDNA no genoma. Na familia C, os casos 102, 120, 128, 131, 132, e 133 n&o
retiveram o nDNA do T. cruzi no genoma. Finalmente, na familia D os casos
61, 67,69, 70,71,72,73, 77, e 79 também nao tinham o nDNA do parasito no
genoma. De grande interesse, todos esses 18 casos retiveram apenas o KDNA
no genoma. A visualizagao desses dados é apresentada nos heredogramas 20
a 23.
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Figura 19: Retencdo de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de pessoas

das quatro familias do estudo.
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4.9. Heredogramas com resultados dos exames imunolégicos e de PCR para
infecgdes pelo Trypanosoma cruzi nas quatro familias estudadas

Os heredogramas das quatro familias (Figuras 20 a 23) ilustram os
resultados dos testes parasitolégicos, imunologicos e moleculares (nDNA e
kKDNA) que identificam o portador de infecgao ativa ou o contato prévio com o
T. cruzi.

Para apreciacao visual desses achados, recomenda-se que o leitor tenha
conhecimento antecipado sobre a legenda dos heredogramas: nas Figuras 20,
21, 22 e 23 circulo e quadrado indicam, respectivamente, mulher e homem.
Circulo e quadrado vermelho representam pessoas que tiveram nDNA+,
kDNA+, e testes sorologicos positivos para T. cruzi. Circulo e quadrado preto
representam casos com nDNA+, kDNA+, e sorologia negativa. Circulo e
quadrado verde representam pessoas que tiveram kDNA+. Circulo e quadrado
branco tiveram nDNA e kDNA negativos. Halo dourado significa que tiveram
DCA confirmada pelo exame parasitolégico, com nDNA+, kKDNA+, e sorologia
positiva para T. cruzi. Linha diagonal interna significa falecido. Circulo e

quadrado sem numeragao significam que nao entrou no estudo. Os indicados
com asteriscos («) tiveram nDNA+, kDNA+ nas células germinativas (Dados da

dissertacao de Carlos Fernando Pimentel, Universidade de Brasilia, 2012).
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Figura 20: Heredograma da Familia A com resultados de testes soroldgicos e de PCR
com primers especificos de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi. Circulo e quadrado
indicam, respectivamente, mulher e homem. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Vermelho: kDNA+/nDNA+(Ac+); Preto: kDNA+/nDNA+(Ac-); Verde:
kDNA+/nDNA-; Branco: kDNA-/nDNA-; Halo dourado: kDNA+/nDNA+/Parasitolégicos+
(DCA); Linha diagonal: Falecido; Sem numerag&o: Nao entrou no estudo; Asteriscos:
kDNA+/nDNA+(Células germinativas).
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Figura 21: Heredograma da Familia B com resultados de testes sorologicos e de PCR
com primers especificos de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi. Circulo e quadrado
indicam, respectivamente, mulher e homem. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Vermelho: kDNA+/nDNA+(Ac+); Preto: kDNA+/nDNA+(Ac-); Halo
dourado: kDNA+/nDNA+/Parasitologicos+(DCA); Sem numeracdo: Nao entrou no
estudo; Asteriscos: KDNA+/nDNA+(Células germinativas).
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Figura 22: Heredograma da Familia C com resultados de testes sorolégicos e de PCR
com primers especificos de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi. Circulo e quadrado
indicam, respectivamente, mulher e homem. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Vermelho: kKDNA+/nDNA+(Ac+); Preto: kDNA+/nDNA+(Ac-); Verde:
kDNA+/nDNA-; Branco: kDNA-/nDNA-; Halo dourado: kDNA+/nDNA+/Parasitolégicos+
(DCA); Linha diagonal: Falecido; Sem numeracao: Nao entrou no estudo; Asteriscos:
kDNA+/nDNA+(Células germinativas).
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Figura 23: Heredograma da Familia D com resultados de testes sorolégicos e de PCR
com primers especificos de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi. Circulo e quadrado
indicam, respectivamente, mulher e homem. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Vermelho: kDNA+/nDNA+(Ac+); Preto: kDNA+/nDNA+(Ac-); Verde:
kDNA+/nDNA-; Halo dourado: kDNA+/nDNA+/Parasitologicos+(DCA); Linha diagonal:
Falecido; Sem numeracgéo: Nao entrou no estudo; Asteriscos: KDNA+/nDNA+(Células
germinativas).

5. Anadlise da integracdo de sequéncias de minicirculos de kDNA de
Trypanosoma cruzi no genoma humano

Trabalhos prévios (Nitz e cols. 2004; Hecht e cols. 2010; Teixeira e cols,
2011b) mostram que mutagdes de kDNA fixadas no genoma chagasico e sua
progénie pode ser transferida para seus descendentes ao longo das geragdes.
Neste estudo, nés investigamos a heranga das mutagdes nos genomas dos
chagasicos e seus descendentes em trés geragdes de quatro familias. A
ipTAIL-PCR foi utilizada para mapear em larga escala a frequéncia de
integragbes de kDNA do T. cruzi no genoma de todos os individuos kKDNA+
(101/109). Os produtos obtidos do 3° ciclo de amplificagdo foram reconhecidos
pela sonda especifica de KDNA marcada radioativamente (Figura 24), e apds

foram submetidos a clonagem e seqlienciamento.
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Figura 24: Southern blot dos produtos da fpTAIL-PCR3 proveniente do individuo
chagasico 76 (Familia D).

Dos 970 clones sequenciados (PAO1 a PA970), 23,5% (228/970)
continham apenas o vetor ou a reacdo nao tinha a qualidade satisfatéria; 4,4%
(43/970) apresentavam apenas DNA humano; e, 25,2% (245/970) tinham
apenas o kDNA de T. cruzi. Contudo foram obtidos 46,8% (454/970) clones
contendo sequéncias de kDNA flanqueadas pelo DNA humano (Tabela 8).

Esse resultado foi similar em outro projeto do LMPDC (Hecht e cols, 2010).

Tabela 8: Rendimento das {pTAIL-PCR’s

Andlise de rendimento dos Clones % *

Sem similaridade com kDNA/Humano 23,5% (228/970)
DNA Humano 4,4% (43/970)
kDNA 25,2% (245/970)
Quimera kDNA/DNA humano 46,8% (454/970)

* Numero de clones com as caracteristicas indicadas /Total de clones sequenciados.

O alinhamento dessas 454 sequéncias kDNA-DNA flanqueador mostrou
que muitas eram idénticas as obtidas de outros clones. O resultado dessa
analise subtrativa revelou 430 sequéncias quimeras obtidas de 98 dos casos
kDNA+. Em apenas trés chagasicos (25, 36 e 39) da familia A nao foi possivel
obter sequéncia quimera, possivelmente, devido a dificuldade de
sequenciamento de regides repetitivas ou indeterminadas do genoma onde o
kDNA fica integrado.
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As 430 sequéncias quimeras kDNA-DNA humano estao detalhadas no
Anexo |. O mapeamento dessas mutagées de KDNA no genoma humano e os

loci de integragbes nos cromossomos estdo ilustrados na Figura 25.
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Figura 25: Frequéncia das integracbes de sequéncias de minicirculos de kDNA do
Trypanosoma cruzi em cromossomos humano. Note que 36% das integracdes
ocorreram no cromossomo X. Em seguida, os cromossomos 1, 5, 7, e 8 aparecem
com maior numero de mutagdes.

O cromossomo X concentrou 36,2% (156/430) das muta¢gdes no genoma
das pessoas das quatro familias, sendo que em 92,3% (144/156) desses casos
a insercdo do kDNA ocorreu no locus AL732374.14. Nos 12 casos restantes as
mutacdes estavam distribuidas em outros /oci do cromossomo X (Anexo |).

Esses dados corroboram as integragbes de minicirculos de kDNA de T.
cruzi em pessoas de cinco familias de diferentes ecossistemas brasileiros
(Hecht e cols, 2010). Aspectos de integragdes repetidas de regides truncadas
de kKDNA estao ilustrados na Figura 26 (clone PA531) do individuo chagasico
96 (Familia C), no locus AL732374.14 do cromossomo X. Esta sequéncia exibe
fragmentos de cinco regides conservadas de minicirculos interesparsadas por
fragmentos de LINE-1, sugerindo que pelo menos dois minicirculos teriam sido
incluidos nesse evento.
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/\) 67rev
1 GAACCCCCCT CCCAAAACCA GGAAGAAGAT TAATCTCTGA ATAGACCAAT AACAGGCTCT
61 GATACACATA CACCCTCCCA AGACTAAACC AGGAAGAAGT TTAATCTCTG AATACACCAA
121 CCCCAATCGG ACCCCACCTC CCGTAAACAA CCCTCATTTT CGGCAGTATA ATGTACGGGG
181 GAGATGCATA ATGTATGGGT GAGATGCATG ATTTTTCGGC CATAAATTTG AGGCCCCTCC
241 CAAGACTAAA CCAGGAAGAA GTTGGATCTC TGAATAGACC AATAACAGGG GCAGTATAAT
301 GTACGGGTGA GATGTATAAT GNACGGGAGA TGCATGATTT TTCGGGCCAT AAATTTGAGG
361 CCCCTCCCAA GACTAAACCA GGAAGAAGTT GGATCTCTGA ATAGACCAAC CCCAATCGAA
421 CCCCACCTCC CGTGAACAAC CCTCATTTTC GGCAGTATAA TGTACGGGGG AGATGCATAA
481 TGTACGGGGG AGATGCATAA TGTACGGGTG AGATGCGTGA TTTTTCGGCC ATAAATTTGA
541 GGCCTCTCCC AAGACTAAAC CAGGAAGAAG TTTAATCTCT GANNACACCA ACCCCAATCG
601 AACCCCACCT CCCGTAAACA ACCCTCATTT TCGGCAGTAT AATGTACGGG GGAGATGCAT
661 GATTTTTCGG GCCCAAATTT GAACCCCCCT CCCAAGACTA AACCAGGAGG AAGTTGAGTC
721 TCTGAATAGA CCAATAACAG GCTCTGATAC ACATACACCC TCCCAAGACT AAACCAGGAA
781 GAAGTTTAAT CTCTGAATAC ACCAACCCCA ATCGAACCCC ACCTCCCGTA AACAACCCTC
841 ATTTTCGGCA GTATAATGTA CGGGTGAGAT GCATGATTTT TTGACCATAA ATTTGAGGCC
901 TCTCCCAAGA CTAAACCAGG A

L1-5
B)
emblAL732374.14|EEHuman DNA sequence from clone RP13-444K19 on

chromosome X Contains a mitochondrial ribosomal protein S18C (MRPS18C)
pseudogene, the 3" end of the PHF8 gene for PHD finger protein 8 and a
CpG island, complete sequence

Identities = 112/118 (95%), Gaps = 0/118 (0%)

Score = 187 bits (206), Expect = 2e-43

gbM19188.1] TRBKPMCO T.cruzi Kkinetoplast minicircle DNA,
cst 4

Identities = 103/118 (87%), Gaps = 1/118 (1%)

Score = 141 bits (156), Expect = 7e-30

clone y01

Figura 26: Evento de integracdo de sequéncia de minicirculos de kDNA de T. cruzi no
locus AL732374.14 do cromossomo X. A) Clone do individuo 96 (PA531). Cinco
fragmentos de minicirculos de kDNA (em azul) estdo intercaladas em LINE-1
(sequiéncia verde) truncado. Os trechos em amarelo tém identidade compartilhada de
kDNA e DNA humano. Os primers utilizados no terceiro ciclo da {pTAIL-PCR estao
sublinhados. B) Analise BLASTn da quimera.

De grande importancia, todas as 430 sequéncias quimeras integradas no
genoma dos 98 individuos compartiiharam em média 61 £ 1 pb. Em geral,
verificou-se que os motivos (repeticées) ricos em A/C (adenina/citosina), foram
constantemente encontrados nas jungées do KDNA com o DNA do hospedeiro.
Essas microhomologias foram identificadas em varios de nossos clones e nos
trabalhos prévios em humanos (Hecht e cols, 2010) e em aves (Teixeira e cols,
2011b). As microhomologias presentes nas sequéncias do minicirculo de KDNA
e do genoma humano intermediam a recombinagcdo homologa e a integragao
do DNA exogeno (Mcvey e Lee, 2008).
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A presenga de regides flanqueadoras longas permitiu um E-value
bastante significativo, onde foi possivel obter escores 0.0 (identidade completa)
em 5,5% (24/430) dos clones. Na Figura 27 podemos mostrar o clone PA441

proveniente do individuo chagasico 52 (Familia A), onde a sequéncia do KDNA

de T. cruzi esta ligada a sequéncia de DNA humano do cromossomo 8.

/\) 67rev

1 GAACCCCCTC CCAAAACCCG ATTTTCGAAT CTTCAAACCC GTAATTATCC AACACCATTC
61 ACCATCCGTA ACACCACCAA CACCGAACCT CTACCGCCAT ATTATAAAAG ATATATACAA
121 CTAACATTAC TAACTATATA CATTATGAGC TCATTAACCC ACCAAGTATA AATATCACAC
181 ACGTACTATA TATATCACAT CATTCAACTA CACTCTAAAA CATCACACAC CCATTCATAA
241 ATCATCCACC TAGTCCTATA TTACACCAAC CCCAATGGAA CCCCCACCTC CCGTAAACAA
301 CCCCCATTTT CGGCCATATA ATGTACGGGG GAGATGCATG ATTTTTCCGG CCCAAATTTG
361 AACCCCCCTC CCAAAACCAG TATTTCACGA ATCTCCATAC CTCATACCCC GTAACCATAA
421 CACAAACACA ATCATACAAC CCCATTAACC AAATATATAA ACTGTAATAT AACTCTAATT
481 ATACAAACTT AAACCACCTA CCAAACTGTA ACTCACACGA TATAAACTCA CATACATCAT
541 CTTAAACATA TTCAATAAGT TATATCACCA ATATTCTACT AATCCACTAA CCTCCTTATA
601 TTACACCAAC CCCAATCGAA CCCCACCTCC CGTAAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA
661 TGTACGGGGG AGATGCATGA TTTTTCGGGC CCAAACTTGA AACCCCTCCC AAGACTAAAC
721 CAGGAGCACC AACCCCAATC GAACCACACC AACCCCAATC GAACTACACC AACCCCAATG
781 GAACCTGAAC AACCTGCTCC TGAATGACTA CTGGGTAAAT AATGAAATGA AGGCAGAAAT
841 AAATAAGTTN TTTGAAACCA ATGAGAACAA AGACACAGCG TACCAGAATA TNTGGGACAC
901 AGCTAAAGCA GTGTGTAGAC GGAAATTTAT AGCACTAAAT GCCCACAGGA GAAAGTGGGA
961 AAGACACCCT AACATCACAG TTAAAAGAAC TAGAGAAACA AGGGCAAACA AATTCAAAAG
1021 CTAGGAGAAG GCAAGAAATA AATAAGATCA GAGCAGAACT GAAGGAAATA GAGACACAAA
1081 AAACCCTTCA AAAAATTAAT GAATCCAGGA GCTGGTTTTT TCAAATGATC AACAAAATCG
1141 ATAGACCGCT AGCAAAACTA ACAAAGAAGA AAAGAGAGAA GAATCAAATA AATGCAATAA
1201  AAAATGATAA AGGGGATATC ACCACCAATC CCACAGAAAT ACAAACTACC ATCAGAGAAT
1261  ACTATAGACA CCTCTATGCA AATAAACTAG ATGTTGTAGA AGAAATGGAT AAATTCC
B)

ref|NG 012005 . 1I8Homo sapiens neuregulin 1 NRG1l, RefSeqGene on

chromosome 8;

Identities = 503/541 (93%), Gaps = 2/541 (0%)

Score = 800 bits (886), Expect = 0.0

gbM18814 .1 | TRBKPMCAA T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone KY-13;
Identities = 388/499 (78%), Gaps = 41/499 (8%)

Score = 333 bits (368), Expect = 2e-87

Figura 27: Quimera formada pela integragéo de seqiéncia de minicirculos de kDNA de
T. cruzi no genoma de um individuo chagasico. A) Clone do individuo 52 (PA441). A
sequéncia em azul escuro, representa uma regido conservada de kDNA (E-value= 2e-
87), em azul claro a regiao variavel, seguido em verde de uma sequiéncia de DNA
humano do cromossomo 8. O trecho em amarelo representa a regido de
microhomologia (bases compartilhadas) entre os DNAs. Os primers utilizados na
terceira reagao da fpTAIL-PCR estdo sublinhados. B) Resultado obtido apés analise
das sequéncias no BLASTn.
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5.1. Caracteristicas das sequéncias flanqueadoras do kDNA de Trypanosoma
cruzi no genoma humano

As anadlises das sequéncias repetitivas no genoma humano, feita com
emprego do repeat masker CENSOR-GIRI, revelaram que, as integragdes
ocorreram predominantemente em retrotransposons auténomos do tipo LINE-1,
o que representou 70% (301/430) dos clones sequenciados. O Jocus
AL732374.14, identificado como sitio preferencial de integragdo do kDNA no
cromossomo X, foi caracterizado como um elemento do tipo LINE-1. Este
relato confirma os dados anteriores (Hecht e cols, 2010; Teixeira e cols,
2011b). As integracbes de KDNA em retrotransposon ndo auténomo do tipo
(Alu), em retrovirus endégenos (HERV, MER e PRIMA) e em DNA transposons
(CHARLIE), representou respectivamente, 0,9% (4/430); 6,2% (27/430) e 0,2%

(1/430) do total de clones sequenciados, conforme apresentado na Figura 28.

m Retrotransposons auténomos

m Retrovirus Endégenos
DNA transposons

B Regides codificadoras

¥ Indeterminados
Familias ricas em A-C

Figura 28: Integracado de sequéncias de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi

em elementos repetitivos no genoma humano.

m Retrotransposons néao-auténomos
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As integracdes de KDNA em regides codificadoras do genoma humano
foram identificadas em 13,9% (60/430) das sequéncias quimeras. Esse
resultado foi semelhante aquele obtido por Hecht e cols (2010) nas cinco
familias de chagasicos de varios ecossistemas. As familias A e C concentraram
83,3% (50/60) das mutagcbes no locus BC137023.1 do gene de receptor
olfatério (OR1-17). Adicionalmente, 16,6% (10/60) das mutagbes ocorreram
nos genes PRKY (Protein Kinase, Y-linked), PHF15 (PHD finger protein 15),
MYQOS3A (Myosin IlIA) e EFTUD2 (Translation elongation factor Tu domain 2). O
pseudogene, tRNA-Asp-Gay foi encontrado no clone PA956 do caso 73
(Familia D). As demais mutagdes 0,4% (2/430) ocorreram em regides ricas em
A-C.

Nao obstante a qualidade das sequéncias obtidas com até 1317 pb, em
7,6% (33/430) dos casos né&o foi possivel determinar o locus de integragao.
Observou-se que nos bancos de dados, inclusive no GIRI ha auséncia de
informagéo sobre esses sitios de integragdo de kKDNA no genoma humano,
ainda que as identidades com a sequéncia quimera obtivesse E-value (5e-67)
significativo e identidade (99%). Esses casos indeterminados estao detalhados
no (Anexo ). Neste estudo, 14,6% (63/430) das mutagbes de KDNA foram
encontradas nas 19 familias de elementos LINE-1 identificadas na Figura 29.

_ 3,1% B LIPAILG
16%_  1,6% _ L1PAL3

. 1,6%. 1 g%
- 1,6% y -
1,6% l"ﬂ;\ L1Pall

3, 1% mL1PA7

) m L1PAG
L1PA3

mL1PA2

1,6% mLipP
L1PB2C

mLIP MA

mL1P MA2

mL1P2

H L1IMAT

mL1M2 5

mLIM2C 5
L1IMA4B

m L1MVIE4A
LIMED 5

mL2

Figura 29: Mapeamento das familias de elementos LINE-1 associados as sequéncias
de kDNA de T. cruzi integradas no genoma humano.
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Em nove casos (clones PA358, PA460, PA583, PA588, PA592, PAGO2,
PAG694, PA695 e PA835) foram obtidas mutagdes KDNA-LINE-1 cujas
sequéncias podem ter sido mobilizadas “hitchhiking” de um sitio primario para
outro, dentro do genoma, pela maquinaria intrinseca de retrotransposi¢céo. A
Figura 30 documenta o caso do clone PA460 do chagasico 54 (Familia A),
onde elementos LINE-1 (L1M2_5) e retrovirus endégeno (HERV e PRIMA)
flanqueiam o kDNA de T. cruzi integrado no genoma humano.

/\) 67rev
1 GAACGCCCCT CCCAAAACCT TTGACAGTTG AGCACCCTTT GCCAACCTAA TGCACTACCT
61 CCTCAGCCAA GCCCAGTCTC CCCTCTCCTC TAGTTGCTGA ATATGCTTAT CCACACAAAC
121 CCAACAGTTT TCCTGCCATC CCCACAGACT TACACACCTG GACTCAGTCT AGCATGACCC
181 TGCACCTCAT ATATAAGGCT GTTCCATTTT CTGAAACTTT TTATGCCCTC GGCCATCTAA
241 ACACCTTCCC CCCACAGACA TTTTATTCTT TTCAAAACTC TAAACTCAGG GCCGTTACCC
301 TCCTATGACT CCTTACTCCT GGTCTATCCC TAATACAGGC AAATTCCCTC AGACCACCCA
361 CTGGAAGTTT CATTTCCACC CAGACATCAC TCACAGTTCA GGTCCCCCTC TGCTTTTGCA
421 GATCTTTCTC CAACCCCAAC CATGGGACTC CGGTGTACAG CTCCCACCTC CTTATATTAC
481 ACCAACCCCA ATCGAACCCC ACCTCCCGTA ACACGCCCCA TTTTCGGGCA TATAATGTAG
541 GGGGAGATGC ATGAATCTCC ACCCCAAAAG TTGACCTCAA CCCCGACACT CTCCGGTGTA
601 CAGCTCCCAA CTCCTTATAT TACACCAACC CCAATGGAAC CTAACAACAA CAAAAAAGTC
661 TCTGAAATAC CAGATAAGGA ATTCAAAAAT ATTTATTTTA AAACAGCTCA GTGAGATCCA
721 AGAAAAAGTT GAAAACCAAC ACAGAGAAAT CAGAAAGCAA TACAGGATGT GAAGGAAAAT
781 TTTACTAAAG AGATAGATTA AAAAAAAAAA CAAAAATAAC AGGGGTCCAT TCCAAGATGG
841 CCGAATAGGA ACAGCTCCGG TGTACAGCTC CCATCCCCTT ATATTACACC AACCCCAATG
901 GAACCCAACG CCAACCCCAA TCGAACCCTA CACCAAC
961
1021

L1-6
B)
gblAC002383.1|[JHomo sapiens BAC clone CTB-67E13 from 7, complete
sequence
Identities = 445/450 (99%), Expect = 0.0
gb|ACO91940.3|[JHomo sapiens chromosome 5 clone RP11-331K21, complete

seqguence
Identities = 242/250

gb]AC012596 . 4 | IBHomo
sequence

Identities = 114/118 (97%), Expect = 4e-46

emb | FM207299.1] Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi
kinetoplast minicircle and ORFc302 DNA, case 1420 15, clone 302
Identities = 185/194 (95%), Expect = 3e-80

(97%), Expect = 4e-110
sapiens BAC clone CTD-2523K17 from 7,complete

Figura 30: Remodelamento do genoma de chagasico em sitio de mutacao de kDNA
sugestivo de hitchhiking e recombinacao de trés cromossomos. A) Clone do individuo
54 (PA460). Em verde, representa o DNA humano do cromossomo 7, reconhecido
como retrovirus endégeno HERV. A seqiiéncia conservada de minicirculo de kDNA
esta representada em azul escuro. Em vermelho, representa uma seqléncia do
cromossomo 5, identificada como retrotranposon da familia L1M2_5. A cor laranja,
representa uma sequéncia do cromossomo 7, identificada como retrovirus enddégeno
PRIMA. Os trechos em amarelo representam as regides de microhomologias (bases
compartilhadas) entre os DNAs. Os primers utilizados na terceira reacao da tpTAIL-
PCR estdo sublinhados. B) Analises bioinformaticas pelos algoritmos BLASTNn e
Censor-GIRI.
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5.2. Identificacdo de ORFs quimeras nas mutacdes

Anadlises das 430 sequéncias quimeras kKDNA-DNA hospedeiro pelo
algoritmo UGENE revelaram 148 ORFs putativas com potencial de tradug¢ao de
novas proteinas. Algumas dessas apresentaram similaridades significativas
com proteinas de T. cruzi e humanas conforme mostra a Figura 31. Esses
achados in silico tem coincidéncias com dados prévios do nosso laboratério
(Nitz e cols, 2004; Simdes-Barbosa e cols, 2006; Hecht e cols, 2010).

67rev

1 GAACCCCCCT CCCAAAACCA GGAGGAAGTT GAGTCTCTGA ATAGACCAGT AACAGGCTCT
61 GATACACATA CACTCTCCCA AGACTAAACC AGGATGAAGT TTAATCTCTG AATACACCAA
121 CCCCAATCGA ACCACCATCA GAGAATACTA TAAACACCTC TATGCAAATA AACTAGAAAA
181 TCTAGAAGAA ATGGATAAAT TCCTGGACAC ATACACCCTC CCAAGACTAA ACCAGGAAGA
241 AGTTGAATCC CTGAATACAC CAATAACGGG CTCTGATACA CATACACCAA CCCCAATCGA
301 ACCCCACCTC CCGTAAACAA CCCTCATTTT CGGCAGTATA ATGTACGGGT GAGATGCATG
361 ATTTTTCGGG CCCAAATTTG AACGCCCCTC CCAAGACTAA ACCAGGAGGA AGTTGAATCT
421 CTGAATACAC CAATAACGGG CTCTGATACA CATACACCAA CCCCAATCGA ACCTCACCTC
481 CCGTAAACAA TCCCCATTCT CGGCCATATA ATGTACGGGT GAGATGCATG ATGTACGGAG
541 GAGATGTATA ATGTACGGGT GAGATGCATG AATTTTCCGC CAAAAAGTTG AACGCCCCTC
601 CCAAGACTAA ACCAGGAGGA AGTTGAGTCT CTGAATAGAC CAATAACAGG CTCTGATACA
661 CATACACTCT CCCAAGACTA AACCAGGA

L1-5

Figura 31: Identificacdo de ORF quimérica putativa do clone PA871 do individuo
chagéasico 22 (Familia B). A sequéncia verde (E-value= 1e-63) representa LINE-1
humano no cromossomo 18 (AC037476.10) e em azul a regido conservada de kDNA
(E-value= 5e-81). Microhomologias compartilhadas estdo em amarelo. Os primers
utilizados no terceiro ciclo da tpTAIL-PCR estdo sublinhados. A regido sublinhada
representa proteina putativamente traduzida pela ORF 2 do LINE-1, conforme andlises
BLASTn e UGENE.

Os transcritos da maioria das ORFs quimeras traduzem in silico proteinas
hipotéticas (Anexo Il). As ORFs quimeras apresentavam homologias com 40
proteinas hipotéticas referidas em banco de dados com E-value significativos.
Notou-se que 35% (14/40) das novas proteinas tem homologias com o
transcrito do locus CAR63139.1. A proteina traduzida pela ORF 2 de LINE-1 foi
obtida em seis clones (PA477, PA825, PA856, PA870, PA871 e PA904). Em
um clone (PA163) a proteina quimera nao foi identificada nos bancos de dados.

As quimeras de proteinas putativas revelavam motivos comuns (PTPIE) em

15,5% dos casos (23/148).

chagasicos e em trés casos que tinham apenas mutacao de

correlacdo da topologia com a fisiologia das ORFs quimera

Esses motivos foram encontrados em 11

KDNA. A

requer
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conhecimento adicional que poderia ser obtido com sequenciamento completo
do genoma humano e obtencgéo da livraria de ORFs quimeras em chagasico.
Na auséncia de informagao sobre a fungdo de ORFs quimera em chagasicos,
modificagdes genotipicas tém sido relacionadas com as lesdes na doenga de

Chagas.

6. Southern Blot gendmico

A analise do DNA humano pela técnica Southern blot foi feita com objetivo
de definir perfis de bandas formados pelo kKDNA integrado no genoma humano.
As radioautografias identificaram bandas de kKDNA de aproximadamente 3 kb
no genoma do hospedeiro, e auséncia de bandas nos controles (Figura 32). O
tamanho desta banda é superior ao do minicirculo livre (1,4 kb), indicando que
a sequéncia foi transferida verticalmente para a progénie F, (Familia D). O
achado pelo Southern blot corrobora os resultados de PCR e de
sequenciamento de mutagdes quimeras neste estudo e em estudo prévio
(Hecht e cols, 2010).

Figura 32: Identificacdo de banda de kDNA de T. cruzi no genoma humano pelo
Southern blot. Note que os individuos 68, 67, 58, 70, 73, 75, 77, 78, e 79 da geragao
F, (Familia D), formaram banda de 3 kb apés hibridizagdo com sonda radiomarcada
especifica de minicirculo de kKDNA. O controle positivo (TC) obtido pela digestdo do
DNA do T. cruzi com EcoRI, forma banda de 1.4 kb. As setas indicam o peso
molecular das bandas reconhecidas pela sonda.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas das microepidemias de infec¢des pelo Trypanosoma cruzi
na Amazénia

Este é o primeiro estudo com amostragem em familias selecionadas a
partir da histoéria clinica-epidemiologica de casos agudos da doenga de Chagas
na Amazobnia brasileira. A abordagem de aspectos intrinsecos da cadeia
epidemiologica de uma grande endemia inserida em multiplos ecossistemas do
continente Latino Americano requer abordagem multidisciplinar para avaliar
aspectos importantes nas microepidemias das infecgbes pelo T. cruzi. Mesmo
porque alguns aspectos relativos a circulacdo do parasito em microssistema
complexo de pessoas agregadas em familia precisam ser investigados no
curso da microepidemia, visando a avaliacdo de todas as possibilidades de
transmissao do protozoario para o hospedeiro humano. Este estudo tem
desenho experimental parecido com o trabalho de Hecht e cols (2010) que
estudou aspectos imunoldgicos e genéticos das infecgbes pelo T. cruzi em
familias de diferentes ecossistemas: i) Amazénia legal; ii) Cerrado; iii) Mata
Atlantica Costeira, e IV) Caatinga. Porém, diferentemente do estudo de Hecht e
cols (2010) que foi iniciado pela identificacdo de chefes de familia com testes
sorologicos positivos para T. cruzi, o desenho da pesquisa na Amazobnia teve
como ponto de partida a identificacdo de familias com casos de DCA. Enfim,
outros estudos serdo conduzidos com motivagdo diferente, visando ao
entendimento do panorama parasitoldgico-clinico-genético-epidemiolégico da
doenga de Chagas nos cinco continentes para onde migraram portadores das
infecgdes pelo T. cruzi. O panorama que se delineia nesta investigacdo mostra
a importancia de tentar novas abordagens de pesquisa, se quisermos
compreender como um protozoario ancestralmente transmitido pela ingestéao
de triatomineos contaminados, ou veiculado no dejeto contaminante da pele e
mucosa pode ter chegado aos cinco continentes a partir da hiperendemia na

Ameérica Latina.
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Em primeiro lugar, a légica da pesquisa cientifica iniciada pelo Doutor
Carlos Chagas (1909) justifica a énfase absoluta sobre a transmissédo do T.
cruzi dos triatomineos para o homem. Essa logica tem sustentacdo na
importancia do inseto hematéfago na aquisicdo de sangue contaminado de
animais silvestres, e a transmissao do T. cruzi para o homem. Esta é a via de
transmissdo mais antiga e ja existente desde a chegada dos melanésios
(Guidon e Delibras, 1986) ao continente Latino Americano, portanto, ha cerca
de cinquenta mil anos. A esse respeito, o achado mais antigo é datado de 9 mil
anos no deserto de Atacama, numa mumia com o coracao sugestivo de doencga
de Chagas que teve o teste PCR positivo para DNA do parasito (Aufderheide e
cols, 2004). Desde entédo, as infec¢des pelo T. cruzi tem sido encontradas nos
ecossistemas Latino Americanos onde a pesquisa clinico-epidemioldgica tem
sido conduzida. Considerando que as fronteiras geo-politicas ndo tém serventia
para exclusdao de triatomineos, tripanossomas e mamiferos susceptiveis, os
fatores temperatura, altitude, e, certamente, educacdo e condicdo socio-
econbmica da populagcdo limitam a dispersdo de triatomineos e,
consequentemente, a transmissao de T. cruzi (Teixeira e cols, 2001; Coura e
cols, 2002; Dias e cols, 2002). Isto explica porque as infeccbes pelo T. cruzi
sdo encontradas onde viceja os triatomineos hematéfagos, entre os paralelos
42 °N na Califérnia, e 42 °S na provincia de Chubute, Argentina. Por ultimo, ao
tomar conhecimento das microepidemias de DCA os pesquisadores ganharam
motivagao para estender o conhecimento sobre a epidemia na Amazoénia, até
recentemente considerada regido ndo endémica para infecgdes pelo T. cruzi
(Teixeira e cols, 2006; Pinto e cols, 2008).

Atualmente, sao conhecidas 22 espécies de triatomineos na Amazoénia, e
13 dessas ja foram relacionadas com transmissao de T. cruzi para o homem
(Galvao e cols, 2003). Os triatomineos dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e
Triatoma tém importancia epidemiologica, mas na Amazoénia os insetos da tribo
Rhodniini (Rhodnius milesi, R. pictipes R. brethesi, R. robustus, R. nasutus)
contaminados com T. cruzi sao encontrados frequentemente em proximidade
com o homem (Valente e cols, 2001). A cadeia epidemiolégica se completa
com mais de 1250 espécies de mamiferos susceptiveis as infecgbes pelo T.
cruzi. A importancia de animais insetivoros no ciclo de transmissdo do

protozoario e sua circulacdo na natureza tém reconhecimento ancestral. A
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pesquisa de campo que busca triatomineo tem como guia os ninhos de
passaros, tocas de roedores, e esconderijos de mamiferos de grande porte. Ou
seja, os triatomineos vivem em proximidade com as fontes de alimento/sangue.
Sendo assim, a proximidade de triatomineos com o domicilio humano é fator
importante na epidemiologia da transmissao do T. cruzi (Pinto e cols, 2008). O
desmatamento, a escassez de reservatorios silvestres, e a luz sdo fatores de
atracao de triatomineos para a presa e ocorréncia de microepidemias da DCA
em familias na regido Amazoénica (Aguilar e cols, 2007). Enfase deve ser dada
ao aumento exponencial da densidade demografica naquela regido nas ultimas
cinco décadas (Teixeira e cols, 2001).

As microepidemias de DCA descritas em varias regides do Brasil,
Venezuela, Coldbmbia e em outros paises Latino Americanos (Shikanai-Yasuda
e Carvalho, 2012) tém enfatizado sobre a possibilidade de aquisicéo do T. cruzi
pela via oral a partir de triatomineos nas proximidades do local onde teria
ocorrido a contaminacio das pesssoas.

A epidemiologia das microepidemias de infec¢gdes pelo T. cruzi em
familias na regido Amazobnica (Valente, 2008) tem sido guiadas pela
plausibilidade de contaminagdo de alimentos com dejetos de triatomineos
alimentados em hospedeiros infectados com T. cruzi. O caso mais estudado
tem relacionado o acai triturado com triatomineo contaminado com T. cruzi. O
suco contaminado do acai, vendido em quiosque nas pracas das cidades da
Amazoénia, seria uma fonte de transmissédo do T. cruzi para pessoas de uma
familia. Essa explicagdo tem valor epidemiolégico, mas a demonstragéo direta
do T. cruzi no suco de acai ndo foi obtida. Entretanto, um conjunto de
evidéncias indiretas, circunstanciais, sugere que a ingestdo de suco de agai,
cana, goiaba e, também, ingestdo de carne contaminada com dejetos de
triatomineos, sejam via de transmissdao da infeccdo. Nesse interim, a
epidemiologia das microepidemias de infecgbes agudas pelo T. cruzi pela
ingestao de alimentos € a mais plausivel, mas a sua comprovagao ainda requer

investigacao (Teixeira e cols, 2001).
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O dejeto de triatomineo contaminado com T. cruzi depositado sobre
alimentos, fébmites e outros veiculos transmite as infec¢des pelo protozoario ao
hospedeiro mamifero, mas existe possibilidade de aquisicdo da infeccao por
outras vias. Milhdes de casos de doenga de Chagas crénica é consequéncia de
infeccbes agudas, sintomaticas e assintomaticas, que se tornaram cripticas ao
longo de varias décadas de vida do hospedeiro. Entretanto, sabe-se que
infeccbes agudas pelo T. cruzi sdo hiperendémicas na Amazbnia, mas o
numero de casos da infeccao crénica em humanos é relativamente pequeno
(Xavier e cols, 2006; Valente e cols, 2002). Talvez, essa defasagem seja
explicada pela baixa morbidade e mortalidade da infeccdo chagasica em
humanos, devido a fatores intrinsecos da endemia na regido: /) via de aquisi¢éo
da infecgao; ii) fatores demograficos, ambientais e sociais; iii) escassez de

investigacao sobre o curso natural da doenga de Chagas na Amazénia.

5.2. Estudos epidemiologicos baseados na pesquisa de anticorpos contra
Trypanosoma cruzi

A parcela das infecgbes agudas pelo T. cruzi considerada nos paragrafos
acima diz respeito aos casos diagnosticados pelos testes imunolégicos, ELISA
e IFl usados nos laboratérios de hospitais publicos e privados de atendimento a
populacdo. Neste estudo, os testes ELISA e IFI em diluigdes de soro de até 1:
640 foram feitos em triplicata. Esses testes foram repetidos em aliquotas de
soros obtidos em duas ocasides: as pessoas das familias A, B e C doaram
sangue 2 e 5 anos apos o diagndstico clinico de DAC, e as pessoas da familia
D doaram sangue na fase aguda (um més) da doencga e trés anos depois. De
grande interesse, 35,7% (39/109) dos soros examinados tiveram titulos de
anticorpos positivos (21:40) contra antigenos de T. cruzi. A frequéncia mais alta
de soropositividade (76,1%; 16/21) foi observada na familia D. Somente nesta
familia havia anticorpos IgM contra antigenos de T. cruzi. Pelo entendimento
corrente, fica claro que 39 pessoas tinham anticorpos especificos para as
infeccbes pelo T. cruzi, possivelmente, adquiridas via fatores exdgenos ou do
meio ambiente, tais como triatomineos, alimentos, fomites, e, ainda,
contaminagdo pessoa a pessoa pelas maos contaminadas com dejetos de

barbeiros.
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5.3. Identificacdo de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi por marcadores
genéticos do nDNA do parasito em individuos com sorologia negativa

Em acentuado contraste, os testes de acidos nucléicos para T. cruzi foram
positivos em 76,1% (83/109) das pessoas nas quatro familias do estudo. Em
todos esses casos, a PCR com primers especificos revelou amplicons de
NDNA e kDNA que hibridizaram com as respectivas sondas radiomarcadas.
Adicionalmente, os testes de PCR com primers de KDNA identificaram
sequéncias de minicirculos retidas no genoma de 92,6% (101/109) pessoas.
Ou seja, apenas oito pessoas (7,3%) nas quatro familias ndo tinham a marca
genética do T. cruzi no genoma. A diferenga entre as positividades nos testes
sorologicos (35,7%) e de acidos nucléicos (76,1%) significa que a maior
parcela de pessoas infectadas (53%) nado teria sido diagnosticada pela
abordagem convencional com base em anticorpos séricos. Por ultimo, chama-
se atencao para o fato de que 100% das pessoas na familia B eram positivas
para nDNA e apenas 26,6% delas tinham anticorpos contra o T. cruzi. Esse
achado é relevante para a discussdo sobre a epidemiologia genética das
infecgcbes chagasicas que abre capitulo novo na histéria dessa endemia.

Vale ressaltar que os casos de DCA da familia D tinham anticorpos da
classe IgM contra antigenos de T. cruzi. Desses casos agudos e dos demais
com sintomatologia compativel com DCA foram colhidas amostras de sangue
para pesquisa direta do T. cruzi, e/ou xenodiagnostico e/ou hemocultura. O
diagndstico parasitologico foi comprovado e convalidado em todos os 21 casos
de DCA pelos testes PCR com primers de nDNA e kDNA. Porém, as
hemoculturas semeadas com sangue colhido aos 2 e 5 anos apés a fase aguda
foram negativas, ainda que as infec¢des cripticas fossem persistentes nos
casos com marcadores de nDNA e kDNA positivos. Ademais, as células
germinativas no sémen de 19 casos convalidaram os resultados da PCR

positiva para nDNA e kDNA de T. cruzi nas células somaticas do sangue.
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5.4. Os individuos ‘tolerizados’ ao Trypanosoma cruzi nao produzem anticorpos
contra antigenos do parasito

A questdo fundamental que se coloca para o leitor diz respeito a
explicacdo de uma pessoa parasitada pelo T. cruzi ndo ter anticorpo contra
antigenos do parasito. Como dito em paragrafo anterior, os anticorpos séo
encontrados em pessoas que adquirem a infeccao exdgena pela contaminacao
no sitio da picada do inseto ou pela ingestdo de dejeto de triatomineo
contaminado com T. cruzi. Entdo, a resposta para a pergunta pode ser dada
com conhecimento sobre tolerdncia imunoldgica, capitulo da ciéncia que
rendeu Prémio Nobel para os Laureados Peter Medawar e Frank McFarlane
Burnet, em 1960. Na verdade, a construgcdo deste conhecimento comecou na
Academia de Ciéncias de Praga onde o pesquisador lan Hacek, trabalhando
com virus aviario, observou que aves nascidas de patos infectados nao
produziam anticorpos contra o virus. Esses estudos com virus avangcaram na
Australia com a pesquisa de Burnet (1961) e na Inglaterra com a pesquisa de
Billingham, Brent e Medawar (1953) em embrides de vacas que recebiam
hemacias de grupos sanguineos incompativeis. Os bezerros nascidos de vacas
imunizados no inicio da gestagcdo nao produziam anticorpos contra o grupo
sanguineo incompativel porque tinham sido ‘tolerizados’ pelas injecbes de
hemacias no periodo inicial da gravidez, previamente a maturagéo do sistema
imune.

O dogma central da imunologia admite que o sistema imune reconheca
antigenos estranhos introduzidos no organismo e produz resposta imune contra
epitopos geralmente situados na regido hidrofobica da cadeia de aminoacidos
da proteina. Essa reagcdo é designada de imunidade adquirida, diferente da
imunidade inata que ja esta pronta no corpo para reagir independentemente de
experiéncia prévia com estimulo de antigeno. A imunidade adquirida tem
grande importédncia na produgdo de vacinas protetoras contra agentes
infecciosos, virus e bactérias. A possibilidade de alguém n&o produzir anticorpo
contra antigenos de agente infeccioso € reconhecida em casos de deficiéncia
imunoldgicas congénitas, resultantes de defeitos no sistema imune em
consequéncia de mutagdes e delecbes de genes de respostas imunes.
Entretanto, como o repertério de receptores antigénicos é ilimitado sempre ha

possibilidade de reatividade autoimune. A tolerancia imunolégica manifestada
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no nascimento persiste ao longo da vida. Um mecanismo relacionado com
inducdo de tolerancia ao ‘proprio’ € conhecido com o nome delegcao clonal e
consiste na delecdo ou elimingdo do clone de linfécito autoreativo, no timo
(células T) ou na medula 6ssea (células B). A tolerancia imunoldgica periférica
€ mantida pela delecéo clonal, anergia, supressao, ou ‘ignorancia’ clonal pelo
fato de células T ou B n&o reagir contra antigeno ‘préprio’ (Mueller e Jenkins,
1996). Em resumo, a teoria da tolerancia imunologica explica que o repertério
de moléculas presentes no embrido antes da maturagdo do sistema imune é

considerado como “self’ e ndo induz a producao de anticorpos.

5.5. A teoria da tolerancia imunologica explica que pessoas com DNA nuclear
de T. cruzi, mas sem anticorpo especifico, podem ter adquirido as infecgdes via
placenta ou sexual, antes da maturagao do sistema imune

O cuidado tomado com respeito a possibilidade de explicacdo da
tolerancia imunolégica em 44 pessoas da amostragem foi precedido pela
avaliagcdo de dois pontos fundamentais nesta pesquisa: i) A convalidagdo dos
testes de acidos nucléicos com os resultados dos exames parasitolégicos
realizados no IEC/PA pelos pesquisadores Aldo Valente e Vera da Costa
Valente. Em 21 casos com manifestagéo clinica de DCA os exames de sangue
pela pesquisa direta do T. cruzi, e/ou xenodiagnodstico e/ou hemocultura foram
positivos. Em todos esses casos a PCR com primers especificos de nDNA e
kDNA do parasito também foram positivos; ii) Tendo encontrado os marcadores
genéticos de nDNA e kDNA do T. cruzi em células somaticas, respectivamente,
de 76,1% e 92,6% das pessoas da amostragem, o estudo foi estendido para a
analise das células germinativas dos homens nas quatro familias. O estudo
revelou marcadores de nDNA e kDNA de T. cruzi no esperma de todos os
casos que os exames foram positivos nas células somaticas. Diante das
convalidacdes das parasitemias pelos testes de PCR com primer de nDNA de
T. cruzi e da positividade do nDNA no esperma dos homens nas familias
estudadas, foram encontrados os elementos para explicar a auséncia de
anticorpos em 53% da amostragem que tinha a infecgao ativa pelo T. cruzi.

A questado posta aqui diz respeito a interpretacdo desses achados que
nao poderiam ser explicados, exceto pela transmissao das infec¢des pelo T.

cruzi pela placenta ou pela via sexual. As duas possibilidades de transmissao
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existem nas pessoas de quatro familias que tem os testes positivos para nDNA
de T. cruzi na auséncia de anticorpos especificos. Evidentemente, o
esclarecimento desta equagédo ndo é assunto semantico, pois tem significado
singular na atualizagdo da compreensdo sobre a epidemiologia da grande
endemia chagasica e, também, nos programas de combate a transmisséo
dessas infecgdes. Recentemente, tem-se dado énfase as coincidéncias entre
as infecgcées pelo virus HIV e pelo T. cruzi. Essa premissa foi rebatida
corajosamente pelos nobres defensores da saude publica no Brasil, mas, ainda
assim, este assunto persiste para ser esclarecido pela pesquisa cientifica. Pois,
sabemos que as questbes do conhecimento ndo podem ser resolvidas
consensualmente. Diante dos resultados obtidos nesta investigagdo, é
recomendavel continuar o trabalho com delineamento experimental adequado
para esclarecer a questdo da transmissao sexual das infeccbes pelo T. cruzi
em modelos animais. A pesquisa em andamento no nosso laboratério na
Universidade de Brasilia produzira resultados para esclarecer se a infec¢ao
pelo T. cruzi pode ser transmitida de macho infectado para fémea sadia, e vice-
versa. Os resultados preliminares sugerem que a transmissao sexual do T.

cruzi sera comprovada experimentalmente no tempo devido.

5.6. Mapeamento das mutagcées de KDNA no genoma das pessoas nas quatro
familias da Amazénia

A idéia que deu origem ao estudo nas familias da amostragem faz parte
de uma linha de pesquisa que visa a investigar morbidade e mortalidade nas
pessoas infectadas pelo T. cruzi e tentar correlacionar esses dados clinico-
laboratoriais com as mutagdes de minicirculos de kKDNA em loci genéticos
distribuidos em varios cromossomos, conforme estudo prévio de Hecht e cols
(2010). Nesse sentido, foram mapeadas 430 mutagcbes de KDNA encontradas
no genoma de 98 pessoas positivas no teste PCR com primers especificos de
minicirculos. Como foi observado no estudo de Hecht e cols (2010) no qual a
grande maioria das mutagdes (70%) foi localizada em retransposons LINE-1.
De interesse as mutagdbes em LINE-1 foram encontradas no Jlocus
AL732374.14 do cromossomo X, em 92,3% dos casos. Em 7,6% dos casos as
mutagdes se achavam em sitios indeterminados do genoma. Diferentemente

do estudo de Hecht e cols (2010) que identificaram mutagdes em genes
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relacionados com respostas imunes, crescimento e diferenciacao celular, nesse
estudo 83,3% das mutagdes ocorreram no gene de receptor olfatério OR1-17.
Chama ateng¢ao também a baixa ocorréncia de mutagdes com remodelamentos
do genoma local devido a recombinacgdes, “hitchhiking” e dele¢des, em apenas
2,9% dos casos. O resultado sugere a busca de eventos de remodelamento de
genoma nos sitios das mutacdes de kKDNA em estudo prévio e em outros que
serdo realizados, visando a comparar a atividade remodeladora do genoma nas
areas de instabilidade criadas pelas mutagdes em diferentes faixas etarias da
populacdo humana. Esses aspectos poderiam lancar luz sobre variabilidade e
gravidade de manifestagao clinica da doenga de Chagas em diferentes regides.

Enfim, o mapeamento das mutagbes em familias de chagasicos da
Amazébnia brasileira sera utilizado em outro estudo que tenta fazer analises de
associagao entre os marcadores genéticos nDNA e KDNA e os dados clinico-
laboratoriais que avaliam funcédo cardiaca em chagasicos e em controles de
Brasilia. Essa parte da pesquisa constitui a tese de Doutorado da médica
cardiologista, Dra. Adriana Almeida, neste laboratério. Este trabalho de
pesquisa multidisciplinar € ciéncia de muitos, construgao coletiva, que requer
juntar profissionais com aptiddes diferenciadas para a criagdo de conhecimento
novo e de interesse social.

Tendo iniciado a pesquisa com o objetivo de mapear mutagbes de KDNA
no genoma de chagasicos da Amazdnia, no curso da investigacdo, a medida
que os achados chegavam da bancada, foi aparecendo o perfil novo das
infecgdes pelo T. cruzi sem anticorpos contra antigeno do parasito. Este, pois,
€ um caso tipico de ‘serendipidade’, visto que a equipe estava olhando uma
coisa e achou outra diferente, mas de grande valor cientifico e social. Entao, foi
espontaneo o interesse pelo assunto que correspondia melhor a necessidade
pratica do conhecimento do que aquele que se procurava inicialmente. A
importancia social do conhecimento obtido nesta pesquisa tera grande
repercussao nos programas de controle da endemia e no acompanhamento
dos fatores de morbidade e de mortalidade de chagasicos. Entretanto, é
preciso que o leitor aprecie o trabalho ja feito ao invés de lamentar a atengao e
a enorme parcela de esforcos que precisa ser feito para lidar com este assunto

fundamental na saude publica dos paises latino-americanos.
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